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Hemos querido que cada uno de los apartados que componen esta Tesis se pueda leer como
un bloque independiente y completo en sí mismo, en la medida que esto ha sido posible.
Esa es la razón por la que hemos considerado conveniente unir los capítulos de Resultados
con el de Discusión.
La numeración escogida en la paginación de esta Tesis ha sido la siguiente: En la
introducción hemos optado por una numeración romana. En el resto de los apartados,
aquellas páginas que contienen únicamente tablas o figuras no han sido numeradas.
También hemos prescindido de numeración en la sección de Bibliografía
Por otro lado, hemos utilizado una nomenclatura habitual para la mayor parte de
los parámetros y conceptos utilizados.
p. tasa de crecimiento (h~’).
Y, rendimiento en biomasa (g de biomasa/g sustrato consumido 6 g/mol).
q, tasa de consumo de sustrato en mmol/(g h). Estas unidades se han utilizado cuando nos
hemos referido a tasas fisiológicas de consumo referidas a células enteras. Cuando hemos
cuantificado las tasas de transporte o consumo en células desenergizadas, hemos utilizado
la expresión nmo] sustrato/(mg proteína mm), ya que esta es la más frecuente en los
trabajos de transporte.
D, tasa de dilución (h’).
X, biomasa, expresada como DO620 o en g de materia seca, según se recoge en cada uno
de los experimentos.
Por comodidad, debido a la iteración con que aparecen en el texto, en determinadas

























1.1. Efectos de la presencia de hexosas fácilmente metabolizables en el metabolismo
de los microorganismos.
La adición de glucosa, u otra hexosa relacionada como fructosa o manosa, a un
cultivo con microorganismos provoca una serie de efectos fisiológicos, de forma casi
universal, que condicionan el modo que el microbio va a consumir las fuentes de carbono
que se encuentren disponibles en el medio. En general, los microorganismos inician un
crecimiento sustentado por las hexosas de fácil metabolismo, mientras que el resto de
fuentes asimilables permanecen sin ser consumidas.
Los mecanismos por los cuales la glucosa y otras hexosas ejercen este efecto en la
mayoría de los microorganismos son variados, pero se traducen en cambios respecto a la
cantidad, tipo y funcionalidad de enzimas encargadas en la asimilación de sustratos
carbonados. La mayor parte de los fenómenos regulatorios son comunes en todos los
grupos de microorganismos, sean procariotas o eucariotas.
En los análisis de lo que ocurre a lo largo del tiempo, desde que se añade a los
medios monosacáridos fácilmente metabolizables, se distinguen una serie de eventos casi
inmediatos y otros que requieren un plazo más largo para que sean evidentes para el
experimentador.
Entre los fenómenos que se manifiestan más tempranamente, se pueden citar los de
activación e inactivación de enzimas preexistentes. Fundamentalmente en aquellas
implicadas en los circuitos de consumo de fuentes de carbono, desde transportadores a
proteínas con función en la glucolisis. Estos se llevan a cabo mediante efectos directos de
las hexosas sobre las enzimas y proteínas indicadas, así como por interacciones de otros
metabolitos producidos en los circuitos de consumo o relacionados a ellos Las herramientas
moleculares son, a su vez, diversas: se han desrito efectores como el ATP, la fructosa-2,6-
difosfato, etc., que ejercen la función por ellos mismos, y mediadores, como protein-
quinasas y proteasas, cuya actividad está condicionada a la presencia de los distintos
efectores. El cambio producido en estas actividades pueden ser temporales o permanentes.
Además, pueden ser observados cambios y alteración de la estabilidad y velocidad
de procesamiento de los ARNm que contienen la información para distintas enzimas.
Existen, por último, una serie de fenómenos transcripcionales que afectan al grado
de síntesis de distintos mensajeros, entre los que destacan la inducción y la represión por
metabolito. Estos son los que se producen a más largo píazo, frecuentemente horas después
del suministro de azúcares.
1.1.1. Efectos a corto piazo en el metabolismo de levaduras. La mayor parte de
las investigaciones respecto a la reguilación del consumo de fuentes de carbono en
levaduras se han llevado a cabo en el modelo Saccharomyces cerevlsiae.
Son conocidos, desde hace tiempo, los fenómenos de inactivación mediada por
proteolisis ocurridos tras la adición de sustratos fácilmente fermentables (como revisión,
ver Holzer, 1976; Chiang y Schekman, 1991; Gottesmann y Maurizi, 1992), que llegan a
afectar los sitemas de control celular y división. Es especialmente importante la regulación
ejercida por este mecanismo en la fructosá-1,6-difosfatasa (Schork y col., 1995), pues
después de ser inactivadas por fosforilación (Lenz y Holzer, 1980; Miller y Holzer, 1981),
sufren un proceso proteolítico (Gancedo, 1971). La otra enzimas fundamental en el paso
de un metabolismo gluconeogénico a uno glucolftico, la PEP carboxiquinasa, también está
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sujeta a un proceso de fosforilación inducida por glucosa (Burlini y col., 1989), sin afectar
la actividad enzimática, tras lo cual es degradada proteolíticamente (Gancedo y
Schwerzmann, 1976). Además, son comunes en la renovación de la dotación de
transportadores de distintos sustratos asimilables para la levadura (p. ej. ver la revisión de
Lagunas, 1993 y Riballo y col., 1995, que citan el caso de los transportadores de maltosa).
El fenómeno más importante registrado en Saccharomyces que ha sido expuesto a
la presencia de hexosas se manifiesta en el la cadena de respuestas mediadas por la
acumulación de AMPc (vía RAS-adenilato ciclasa). De esta manera, se produce una
amplificación de la señal de glucosa similar en muchos aspectos a la que ocurre en
mamíferos tras la estimulación de hormonas (Martin, 1987). El primer fenómeno descrito
mediado por AMPc en Saccharomyces fue la activación de la actividad trehalasa (van der
Platt, 1974).
En esta levadura se puede detectar un incremento transitorio de la concentración de
AMPc que tiene amplios efectos sobre distintos blancos (ver Matsumoto y col., 1986;
Gibbs y Marshall, 1989; Serrano y Gancedo, 1989; Broach y Deschenes, 1990 y Thevelein,
1991 y 1992). Para que se la aparición de la vía RAS-adenilato ciclasa requiere el
transporte previo y fosforilación del azúcar, aunque no resulta ser una respuesta específica
de la adición de azúcar, pues otras causas pueden activar esta vía, entre ellas una
acidificación intracelular.
Las investigaciones respecto a los componentes de la vía RAS-adenilato ciclasa han
conducido a la identificación de los mismos. Entre ellos se sabe que los productos génicos
de los genes RAS 1 y RAS2 son equivalentes a la proteína Gs de mamíferos y también son
activos en la conformación proteína-GTP e inactivos en la forma GDP-proteína. La proteína
del gen CDC25, catalogado como gen relacionado con el creciento y control de división,
también está implicada en el intercambio de GTP-GDP, de forma que junto a las proteínas
RAS son parte indispensable del mantenimiento de la concentración de AMPc. Se han
descubierto también distintos equivalentes de los oncogenes ras de mamíferos, con las
mismas mutaciones en los aminoácidos correspondientes (p. ej. el RAS~”9 de levadura).
La actividad de los genes RAS están mediadas por la interacción con los productos de los
genes IRAl e IRA2, que codifican las llamadas proteínas activadoras de la RAS-GTPasa,
aunque, tras la inducción, también tienen el efecto inverso (Thevelein, 1994).
Otras proteínas, como la cap/srv2 (o, más específicamente, la parte N-terminal de
esta proteína) también regulan la actividad de la adenilato ciclasa (Wang y col., 1991 y
Wang y col., 1993).
De esta manera se puede regular la actividad del completo adenilato ciclasa que se
encarga de la síntesis de AMPc. Este metabolito, una vez sintetizado es degradado
lentamente por acción de las fosfodiesterasas Pdel y 2. Estas esterasas, además, parecen
proteger a la célula de la entrada de AMPc foráneo, que desencadenaría respuestas
metabólicas no deseadas por la célula (Wilson y col., 1993). El resultado de la diferencia
de la velocidad de síntesis y de degradación es la cantidad de AMPe en el interior celular.
Este compuesto activa distintas protein-quinasas. En esta levadura, las quinasas
están compuestas de subunidades catalíticas (codificadas por los genes TPKl, TPK2 y
TPK3) y una subunidad reguladora que inhibe la actividad quinasa (codificada por el gen
BCYl). Los blancos de las protein-quinasas quehan sido identificados son: la fructosa-l,6-
difosfatasa (Miller y Holzer, 1981; Mazón y col., 1982; Rose y col. 1988), el factor
transcripcional Adrí, que parece regular la inhibición de la expresión de la ADHII,
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reprimible por glucosa (Cherry y col. 1989), la fosfatidilserina sintetasa, y posiblemente
la trehalasa, y la fosfofructoquinasa 2 (Fran~ois y col., 1984). Además las subunidades
catalíticas de las protein-quinasas pueden tener efectos de retroregulación (feedback) en la
síntesis de AMPc (Thevelein, 1994).
Esta breve descripción de cómo esta regulada la síntesis de AMPc da idea del
control extricto de la vía RAS-adenilato ciclasa. Esto es así, pues los defectos en este tipo
de respuesta a la adición de azúcares al medio de crecimiento de Saccharomyces cerevrsiae
son diversos y, en general, muy graves para la célula. Entre los mutantes defectuosos en
la concentración de AMPc, se han descrito distintas aberraciones fisiológicas como el
incremento de la sensibilidad a choques de calor, la bajada de los niveles de carbohidratos
de reserva, fallos en la parada en la fase Gí del ciclo celular en situación de limitación de
nutrientes, incapacidad para crecer en medios con frentes de carbono no fermentables, etc.
Se ha propuesto que la función real de la vía RAS-adenilato ciclasa sería la de
alertar y preparar a la célula de la presencia de altas concentraciones de azúcares en el
medio (Thevelein, 1991). Sin embargo, se ha descrito recientemente que el AMPc no solo
estaría implicado en este tipo de respuestas tempranas, sino que condicionarían el
metabolismo estable de los azúcares presentes en el medio hasta su consumo total (Boy-
Marcotte y col., 1996).
Existe otra serie de repuestas derivadas de la adición de glucosa (o fructosa y
manosa) a un medio. Sin embargo, a diferencia de las anteriores, su aparición parece estar
condicionada a la presencia en el medio de otros factores nutricionales (como la fuente de
nitrógeno). Se cree que también está mediada por la síntesis de AMPc. Estos efectos
aparecen sin precisar la fosforilación del azúcar. Los blancos que afecta este circuito,
parece ser semejante a los de la vía RAS-adenilato ciclasa, además de otros referidos a
cambios en la concentración de ribosomas y desaparición de los mensajeros de la cata]asa
1. A diferencia del anterior mecanismo de respuesta, el efecto es permanente (al menos,
mientras exista azúcar suficiente en el medio). Sin embargo, este circuito de respuesta a
la adición de fuente fermentables, propuesto por Thevelein (1994) no ha sido estudiado en
profundidad.
Otras de las repuestas de la adición de la glucosa es el variación de los niveles de
determinados metabolitos, fundamentalmente glucolíticos, que pueden interaccionar
directamente con enzimas con la fructosa-6-quinasa y la fructosa-l,6-difosfatasa, como el
ATP, AMP, etc. que contribuyen al cambio del paso de un flujo gluconeogénico a otro
glucolitico (Avigad, 1981; Bartrons y col., 1982; Lagunas y col., 1982; Hofmann y
Kopperschl~ger, 1982; Reibstein y col., 1986; Gancedo y Serrano, 1989; Kretschmer y
Fraenkel, 1991; Gancedo, 1992). Tradicionalmente se ha creído que estas enzimas eran las
responsables de ajustar el tipo y cantidad de flujo en levaduras y microorganismos en
general, debido a la extricta regulación de la actividad a la que están sometidas. De hecho
el Prof. A. Sols definió a la primera enzima no como una enzima sujeta a regulación
histerética, sino como una enzima con una regulación all-hysteric (Gancedo y Serrano,
1989).
Se han documentado distintos casos que afectan a la cantidad de ARNm que
contienen la información de varias actividades catalíticas que se puede detectar tras la
adición de hexosas, como los de la enolasa 2, la PGK, la piruvato quinasa, la piruvato
descarboxilasa y la ADH 1 (Mocre y col., 1991).
Además existe una serie de efectos de activación de la síntesis y actividad de
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enzimas, como son los descritos en la piruvato quinasa (Burke y col., 1983;’ Gancedo y
Serrano, 1989; Moore y col., 1991) y transportadores de glucosa (Ózcan y Johnston, 1995;
Ciriacy y col., 1995; Reifenberger y col., 1995). En algunos casos, la base molecular
subyacente a estas activaciones se han relacionado con el nivel de metabolitos de la
glucolisis, cuyos niveles varían significativamente tras la adición de glucosa y otras
hexosas (Maitra y Lobo, 1971; Boles y col., 1993a; Boles y col., 1993b; Miller y col.,
1995; Boles y col., 1996). Así las hexosas-fosfato y triosas-fosfato, inducen los genes de
las enzimas fructosa-6-fosfato quinasa, enolasa II, piruvato quinasa, piruvato descarboxilasa
y la alcohol deshidrogenasa 1 (reponsable de la formación de etanol en condiciones de
consumo glucolitico). Es de resaltar, que en esta caso extrictamente, no se puede hablar de
repuestas a corto plazo, pues la variación del nivel de síntesis puede ser evidente varias
horas después de iniciado el consumo de hexosas, sin embargo, e] disparo de la activación
se debería a una señal temprana.
Se ha señalado recientemente la influencia en la regulación del consumo temprano
de glucosa y hexosas de la trehalosa-6-fosfato (Blázquez y col., 1993), ya que resulta tener
un efecto primario como regulador de la actividad hexoquinasa. Se ha propuesto un
mecanismo más complejo, en el cual estáría integrado el gen que codifica la trehalasa
fosfatasa (TPSI) (Thevelein y Hohmann, 1995). Se ha propuesto que el control real del gen
TPS 1 que ejercería en los primeros instantes del flujo glucolítico sería en la cantidad de
grupos fosfato de los que puede disponer la levadura para llevar a cabo la fosforilación de
las hexosas (Blázquez y Gancedo, 1995; Thevelein y Hohmann, 1995).
Todos estos mecanismos desencadenados por la adición de los monosacaridos
mencionados anteriormente, son los responsables, en parte, de los cambios metabólicos
drásticos en Saccharomyces cerevisiae, que han sido observados y descritos desde
centurias.
Sin embargo, quizá el mecanismo más importante que afecta a una amplia variedad
de rutas y vías catalíticas y que condiciona irreversiblemente el consumo de glucosa y otras
hexosas sea el conocido como represión catabólica.
1.1.2. Represión catabólica en microorganismos. Desde hace dé¿adas se ha
observado que la adición de compuestos fácilmente metabolizables provoca en la
generalidad de los microorganismos una imposibilidad para la asimilación de otros
nutrientes. Parte de las causas que inducen estos fenómenos se pueden encontrar en las
respuestas tempranas a la presencia de monosacáridos que hemos descritos anteriormente.
Sin embargo, no son suficientes para explicar los cambios metabólicos tan drásticos que
se observan.
La razón de la irreversibilidad del ajuste metabólico se encuentra en la aparición
de los fenómenos de represión catabólica. Ésta se puede defmir como la ausencia (o
descenso muy acusado) de la síntesis de aquellos genes que contienen la información para
la toma y asimilación de otros nutrientes distintos de aquel que ha ocasionado la respuesta,
mientras la concentración de dicho sustrato esté por encima de un umbral mínimo. El
concepto de represión catab6lica fue propuesto por Magasanik en el principio de la década
de los sesenta, y desde entonces a ocupado a muchos y diversos grupos de investigación.
Generalmente son los compuestos más fácilmente asimilables para los
microorganismos los que disparan estas respuestas, sean los que procuran a. la célula la
fuente de carbono o los que proporcionan la fuente de nitrógeno. En general el umbral de
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represión es pequeño, aunque es un parámetro que depende del compuesto, de especie, de
cepa y de las condiciones ambientales. Por ejemplo, se ha comunicado que distintas cepas
naturales de la levadura Pichia silpitis, utilizada para la degradación de residuos con altas
concentraciones de pentosas, son incapaces de asimilar xilosa cuando la concentración de
glucosa es tan pequeña como 0.1 gIl o tan grande como 10 g/l, según las cepas O.
Los primeros estudios sobre la regulación de la represión catabólica se efectuaron
teniendo como modelos las bacterias (Saier, 1989).
En sistemas procariotas (E. coil fue el modelo) sc observó que la presencia de
glucosa induce una calda de los niveles de AMPc intracelular. La utilización de mutantes
permeables a AMPc exógeno permitió comprobar que altos niveles de AMPc permitían
revertir el efecto represor de la glucosa, al menos respecto a la utilización de lactosa y
otros azúcares. En esta levadura se determiné la presencia de la proteína CAP (catabolite
activator protein) que es din al AMPc. Esta proteína puede unirse a determinadas zonas
codificantes de ADN bacteriano, de forma que activa la transcripción de dererminados
genes implicados en el metabolismo de fuentes de carbono.
La ausencia de AMPc implica la casi ausencia de función de la proteína CAP. Así
el AMPc es el mensajero de la presencia de glucosa. El mecanismo por el cual el azúcar
provoca el descenso de los niveles de AMPc es el siguiente:
La glucosa es transportada al interior celular mediante una serie de proteínas
denominadas, que inducen la translocación de la glucosa, de forma que el azúcar se
presenta en la cara citoplásmica de la membrana plasmática en su forma fosforilada
(glucosa-6-P). El fosfato necesario para el transporte de glucosa es obtenido de la
desfosforilación de PEP mediante una cascada compleja.
El PEP es desfosforilado a pirúvico y el resto fosfato pasa a una proteína E1, que,
a su vez, es capaz de fosforilar a la llamada proteína HPr. Esta última transfiere el grupo
fosfato a una serie de proteínas transportadoras (proteínas II), que son especificas de cada
sustrato que transportan. Así la proteína ll~ permite al paso de glucosa al interiopr celular,
transfiriendo el fosfato que procedía de la proteína HPr.
Pero, en la transferencia del grupo fosfato entre la HPr fosforilada y el transportador
existe un intermediario, la proteína m
0~. Esta proteína es bifuncional, pues también tiene
la cualidad de interaccionar con la adenilato ciclasa y transportadoresde otros azúcares que
no permiten al sistema PTS (translocadores de grupo).
La proteína flI”’ es capaz de activar la adenilato ciclasa solo en su forma
fosforilada. Sin embargo, es en la forma no fosforilada como inhibe la acción de los
transportadores no pertenecientes al sistema PTS.
Fisiológicamente, al forma más abundante de la proteína llfl’ en presencia de
glucosa es la forma no fosforilada, de esta manera se encuentran bloqueados los sistemas
de transporte de otros azúcares y, además la adenilato ciclasa se encuentra prácticamente
inactiva.
Independientemente de este sistema de regulación general, existen otros que actúan
de forma específica, afectando a un número reducido de genes.
En lo referidos a hongos filamentosos, en los modelos estudiados,
fundamentalmente Aspergillus nidtelans, se ha determinado un componente central que
regula la represión catabólica, además de los que tienen un espectro de acción restringido
(Arst y Scazzochio, 1985). Las proteínas de los genes creC y areA son las responsables del
control de las fuentes de carbono y nitrógeno, junto con el pacC, reponsable de la
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regulación del circuito de repuesta a pH estracelular. Mutaciones en estos genes que
contienen la información de estas proteínas presentan series defectos fisiológicos o, incluso,
provocan la pérdida de la viabilidad celular.
1.1.2.1. Represión catabólica en Saccharomyces cerevisice. Las primeras
observaciones sobre los desencadenantes de la aparición de la represión por glucosa en esta
levadura tuvieron como conclusión preliminar que también aquí la adición de hexosas
conducía a una bajada de los niveles de AMPc. Se ofreció así un panorama semejante a
lo que se pudo observar en bacterias gram negativas. En principio, estas observaciones
estaban en consonancia con el viejo concepto de la universalidad metabólica.
Sin embargo, mediciones más exhaustivas y controladas de las variaciones del nivel
AMPc confirmaron que la respuesta respecto a la concentración de AMPc en función a la
adición de hexosas es distinta a la que se había descrito en bacterias. Al contrario que en
procariotas, la adición de glucosa, como ya hemos mostrado, provoca un incremento
temporal de AMPc (Matsumoto y col., 1983; Eraso y Gancedo, 1984; Gancedb y Serrano,
1989). Además, otras evidencias indicarían que, aunque el AMPe provoca una serie de
respuestas regulatorias tempranas en la levadura, carece de función en la regulación de la
represión catabólica.
Tenemos que indicar también que no se pueden dividir los sustratos, en función de
la capacidad para disparar la represión, en represores y no represores. Así, por ejemplo, la
galactosa y la maltosa son capaces de reprimir las vías gluconeogénicas, aunque, al
contrario que la glucosa, fructosa o manosa, no afectan a a las implicadas en el consumo
de otras fuentes de carbono glucolíticas. Aun así, para que se desencade la represión parece
imprescindible el transporte y fosforilación del represor.
Esto indica, entre otras pruebas experimentales, que la represión catabólica no está
sujeta a un único circuito de regulación. Parece, al contrario, que cada una de las vías
sujetas a represión por glucosa tienen su propio circuito de represión, aunque alguno de los
factores regulatorios pueden tener función en varios de los circuitos de represión.
Las vías sujetas a represión catabólica son:
> El transporte y consumo de otras fuentes de carbono distintas a lo~ represores.
Afectan fundamentalmente al metabolismo de otros azúcares y oligosacaridos asimilables.
b’ La vías gluconeogénicas.
> El ciclo del glioxilato.
> El ciclo de Krebs y la cadena de transpone electrónico.
Por otro lado, el nivel de represión de las enzimas situadas en cada una de las vías
afectadas por la represión varía, como se puede apreciar en la Tabla A.
En un estudio de aquellos factores situados en los pasos superiores de la represióm
y que son capaces de afectar a distintas vías reprimibles, quizá el más estudiado sea la
hexoquinasa PII. Esta es una de las tres isoenzimas que fosforilan hexosas en
Saccharomyces cerevisiae, junto a la HK PI y la glucoquinasa (GK). Parece que es la única
de las tres que además de la función catalítica tiene un papel regulador. Sin embargo, es
muy amplio la cantidad de genes y vías que pueden ser controladas mediante la
hexoquinasa PI!, básicamente los implicados en la toma de otras fuentes de carbono (Tabla
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B).
A pesar de que hace casi dos décadas que se conoce la función regulatoria de la
proteína codificada por el gen HXK2 (Entian, 1977; Entian, 1980), no se sabe cual es el
mecanismo molecular por el cual ejerce el control en la expresión de otras enzimas.
Se ha propuesto que en el gen de esta enzima se pueden reconocer dos regiones,
una catalítica y otra reguladora (Entian y Fr6lich, 1984a). Sin embargo, otros estudios
muestran que es únicamente preciso alta cantidad de actividad catalítica para que se dispare
la represión (Ma y col., 1989). Además, se han propuesto otras mecanismos de regulación
que contendría esta enzima. Entre ellos destaca la capacidad de actuar como una protein-
quinasa (Herrero y col., 1989).
Esta enzima está sujeta a regulación de la cantidad de síntesis por frente de
carbono. La síntesis aumenta considerablemente en presencia de glucosa y disminuye
drásticamente en presencia de fuentes oxidables como etanol (Moreno y col., 1994). La
razón de esta regulación por fuente de carbono se ha explicado por la presencia de 2
secuencias en la región promotora y codificante del gen que pueden ser blanco de factores
de represión de la expresión del gen en situaciones fisiológicas de desrepresión (Martínez-
Campa y col., 1996).
Otros genes son requeridos para la desrepresión, entre los que tienen un efecto más
amplio se puede indicar el gen CAT1/SNFl (que codifica una protein-quinasa). Este gen
y el HXK2 condicionan el nivel de actividad de gran cantidad en enzimas en función de
la fuente de carbono, de forma que parencen que están situadas en el nivel más alto del
control de represión encontrado hasta ahora. Sin embargo, se ha de resaltar que la deleción
de la HK Ph o de la totalidad de las enzimas fosforilantes de hexosas en Saccharomyces,
no tiene los efectos deletéreos que ocurren al eliminar las piezas clave de represión de
hongos filamentosos. Aunque es suficiente una mutación hxk2 A, para obtener unos
fenotipos desreprimidos para el consumo de otros azúcares.
Existen una serie de genes situados en un peldaño inferior de la secuencia de
represión que también tienen un papel amplio en el control de síntesis de otras enzimas.
Entre ellos, se pueden citar los genes HEX2IREGl y GRR1/CATSO. sin embargo, la
mutación de estos genes no solo implican el efecto directo esperado de alivio en el nivel
de represión en los mutantes, sino que tienen otros efectos distintos. La regulación de la
función de estos genes parece ser complicada, pues se han descrito una serie de
subunidades catalíticas (p. ej. la proteína del gen CAT3/SNF4).
En un nivel inferior se sitúa el factor transcripcional codificado por el gen MIGí,
capaz de unirse la región regulatoria de muchos genes de levadura (Nehlln y Ronne, 1990;
Nehlin y col., 1991). El mecanismo que dispara la represión es la unión de la proteína del
gen MIGí con las proteínas de los genes 55N6/CYC8 y TUPí, para formar un complejo
(Keleher y col., 1992). El estudio de la estructura de la proteína de gen MIGí explica
porque el estudio de la represión catabólica no es importante sólo por un interés meramente
básico, sino como herramienta para entender la regulación de ciertos mecanismos
regulatorios de organismos superiores, especialmente el control del desarrollo de tumores
(Hartwell, 1992). Es una proteían en la que se ha definido unos dominios tipo zinc-flnger,
de forma semejante al factor de respuesta temprana de crefcimiento (EGR) y a la proteína
del tumor de Wilms (Nehlin y Ronne, 1990). Por otro lado, la proteína del gen TUPí es
semejante a las proteínas STE4, CDC4, CDC2O, MAKl1 y al proteína disparador del corte
del desarrollo neuronal de Drosophila melanogaster (Williams y Trumbly, 1990, citado en
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Trumbly, 1992).
Parece que la activación del gen implicado en la desrepresión CATl/SNFl (Celenza
y Caríson, 1986) es el que implica la disgración del complejo deproteinas ssn6/cyc8-tupl-
migí (Celenza y Caríson, 1989). Otra vez se observan semejanzas con otros sistemas
regulatorios, pues la proteína catl/snfl es similar al factor CDC2S de levadura y a distintas
protein quinasas de mamíferos (Celenza y Caríson, 1986 y 1989). Recientemente, se ha
comunicado la función del gen CATS que parece fundamental en la desrepresión de
enzimas gluconeogénicas (fructosa bifosfatasa y PEP carboxiquinasa) además de enzimas
del ciclo del glioxilato (isocitrato liasa) (Proft y col., 1995).
Además existen una serie de genes que median en la represión de alguna de las vías
particulares del consumo de ciertos sustratos. La glucosa parece que actúa sobre alguno de
los componentes necesarios para la inducción de algún componente de la vía en concreto.
Por ejemplo, sobre el gen GAL4 (Gal4p) en el circuito del consumo de galactosa (genes
GAL) (Johnston, 1987), actuando sobre el transportador de maltosa para reprimir el
consumo de maltosa (genes MAL) (ver Vanoni y col., 1989), o sobre las las proteínas de
los genes HAP2 y HAP4, para reprimir la síntesis de los genes CYC, inducidos por
oxígeno (ver Forsburg y Guarente, 1989).
También se ha descrito el circuito de represión de los genes necesarios para el
consumo de sacarosa (genes SUC), donde el componente más regulado es el gen SUC2
que expresa la invertasa.
(Se puede obtener una información más detallada del control de represión de cada
uno de los circuitos consultando las ref. de Entian y Barnnett, 1992; Trumbly, 1992 y
Gancedo, 1992).
Todos los efectos que hemos mostrado someramente explican los cambios diversos,
fácilmente cuantificables en leboratorio, que se observan en Saccharomyces cerevisiae
cuando pasa de un crecimiento utilizando fuentes oxidables a otro con glucosa. Entre otros,
el reemplazamiento del metabolismo oxidativo por otro preferentemente fermentativo, con
producción de etanol a concentraciones altas de glucosa (efecto Crabtree), por represión
de las enzimas de la cadena de transporte electrónico y ciclo de Krebs. Imposibilidad de
consumo simultáneo con fuentes glucolíticas y gluconeogénicas, como el etanol producido
en la fermentación. Todo ello implica una calda en el rendimiento en biomasa en cultivos
con glucosa u otra fuente de carbono fermentable y la aparición de las llamada diauxia,
consistente en la compartimentalización del crecimiento con una variedad de fuentes de
carbono, donde el primer tramo de crecimiento se realiza sobre el sustrato represor y el
segundo utilizando el resto de fuentes de carbono reprimibles. Frecuentemente existe una
fase de cese o atenuación de la velocidad de crecimiento entre los períodos de consumo,
que se debe a la adpatación de la maquinaria enzimática para iniciar la asimilación de los
sustratos remanentes.
Independientemente del tipo de metabolismo con el que se consume los azúcares
del medio, parece que la tasa metabólica depende fuertemente de la velocidad de transporte
del azúcar (Gancedo y Serrano, 1989; Lagunas, 1993). Así, en el estudio de la regulación
del consumo de glucosa y otras fuentes de carbono adquieren relevancia también los
estudios del transporte de glucosa.
Se han descrito más de una docena de genes (HXT) en Saccharomyces que
codifican una secuancia que los hace presumir transportadores de glucosa semejantes a
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otros genes semejantes de mamíferos e incluidos dentro de una famila de proteíanas
transportadoras de glucosa; la famila GluÉ (Bisson y col., 1993; Marger y Saler, 1993;
André, 1995). Aunque parece que no todos tienen una función en condiciones de
laboratorio transportadores (Ozcan y Johnston, 1995; Ciriacy y col., 1995; Reifenberger y
col., 1995). Son innumerables los trabajos referidos a la regulación del transporte de
glucosa, que presentaremos a lo largo de la memoria de esta Tesis, junto con sus
conclusiones.
Al buscar referencias sobre estudios de la regulación de la toma sustratos por
glucosa en otras levaduras distintas a Saccharomyces, el panorama se restringe a unos
ejemplos escasos. Se ha documentado en otras espedies de levadura la importancia en el
control de represión de la actividad hexquinasa, como en Schwanniomyces occidentalis (Mc
Cann y col., 1987) y Pac/zyso/en nnnophdus (Wedlock y Thornton, 1989; Wedlock y col.,
1989). Esto puede inducir a considerar que los circuitos de represión, y en concreto el
papel de las hexoquinasas en el control de represión, en otras levaduras serían semejantes
a los descritos en Saccharomyces.
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Tabla A. Variaciones de la actividad de enzimas sujetas a represión catabólica’.
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Tabla B. Enzimas afectadas por la acción de la HK Ph’.











Datos tomados de Gancedo, 1992.
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1.2. Cómo afecta la represión catabólica en determinados procesos industriales con
levaduras. El ejemplo de Candida <allis’.
Las levaduras han sido utilizadas en los primeros procesos biotecnológicos que ha
desarrollado la humanidad. Por ellas ha sido posible la elaboración del pan y de bebidas
alcohólicas. Las necesidades de levadura son muy importantes en la sociedad actual, p. ej.
en el mundo se producía la década pasada 2.2-2.4 Tm de levadura seca al año y el
consumo de levadura de panadería en Europa eta 1.2-1.8 Kg/habitante (Trivedi y col.,
1986). Hasta hace un tiempo historicamente corto, los sustratos sobre los que se producían
las fermentaciones eran de procedencia natural y sin una composición compleja. En los
medios de producción es común la presencia de una variedad de fuentes de carbono
asimilables para las levaduras, entre las que se encuentran las hexosas que pueden acarrear
la aparición de represión catabólica (Tabla C).
Tabla C. Azúcares en distintas medios utilizados para el crecimiento de levaduras, en
porcentaje de sólidos totales
composición media de melazas’
de caña de azúcar de remolacha
sacarosa 45.5 63.5
rafinosa 0 1.5
azúcar invertido 22.1 0
otros 5.5 1.5









De Reed y Nagodawiithana (1991). 2 De Renger (1991).
Durante toda la Memoria de esta Tesis, hemos denominado a nuestra levadura con el nombre de Candida
utilis, a ~C5M de que, desde el punto de vista de la clasificación sistemática, no es conecto. Recientemente se ha
descubierto que las cepas englobadas como Candida ¡allis (Hennenberg) Lcdder & Kreger-van Rij (antes Torula
¡allis) son, en realidad, los ananiorfos (sin ciclo sexual conocido) de Pichia jadinil, ya que en experimentos de
reasociacién de ADN, ambos materiales genéticos se muestran semejantes en un 85% (Barnett y col., 1990). Pero
el nombre sistemático no es tan conocido como el anterior e, incluso, se mantienen la denominación de Candida ¡allis
en las referencias bibliográficas más recientes.
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Sin duda, el socio microbiológico industrial más antiguo y fiel del hombre ha sido
Saccharomyces cerevisiae. Sin embargo, durante estas últimas décadas la búsqueda de otras
levaduras con las que desarrollar nuevos procesos biotecnológicos, ha conducido al
hallazgo de otras numerosas especies con aplicación industrial, entre ellas Candida utilis.
Desde la Segunda Guerra Mundial esta levadura se ha utilizado coñio fuente y
complemento de proteínas en la alimentación humana y animal (Boze y col., 1992). Así,
ha sido una de las especies más utilizadas en la producción de SCP (Single Ceil Protein),
término acuñado por C. L. Wilson en 1966 (en Lichfield, 1979). El problema sanitario
ocasionado por una dieta deficiente en poblaciones depauperadas, con una alimentación
consistente casi exclusivamente en cereales, es alto y nuestra levadura, entre otras, ha
venido a rellenar los requerimientos de aminoácidos deficientes en cereales, como lisina,
metionina, y treoniona en estas zonas (Fogel y Welch, 1987; Halász y Lásztity, 1991).
Los microorganismos son perfectos para estos fines, pues contienen un alto
contenido en proteínas digeribles, con abundancia de aminoácidos esenciales:
En general, los microorganismos son excelentes para este fin, por la rápida
producción de biomasa, la capacidad de crecimiento sobre una amplia variedad de medios
y residuos agricolas e industriales baratos. Además, muy frecuentemente las levaduras
tienen una serie de ventajas sobre las bacterias (Boze y col., 1992); estas son: el
característico pH óptimo de crecimiento ácido permite producciones industriales sin
cuidado de contaminaciones de origen bacteriano. Además, la utilización de levaduras
disminuye considerablemente el riesgo de desarrollo de respuestas inmunológicas en los
consumidores y son raros los casos de enfermedades provocadas por especies patógenas.
Hasta donde sabemos, solo se ha comunicado un caso de infección por Candida utilis en
un enfermo afectado por SIDA (Alsina y col., 1988).
Los requerimientos para la producción de levadura son escasos, pues para conseguir
100 g de levadura seca se precisan 200 g de sustratos que sirvan como fuente de carbono,
25 g de amoniaco, 15 g de sulfato y 7 g de fosfato amónico. Muy frecuentemente, no se
precisa una composición muy extricta en oligoelementos y vitaminas (Costa, 1974). En
levaduras se ha descrito como unos iones pueden desplazar funcionalmente á otros con,
relevancia fisiológica en el caso de una insuficiente concentración de los iones
reemplazados (Dedyukhina y Eroshin, 1991).
Candida utills resulta ser un organismo productor de biomasa más favorable que
Saccharomyces cerevisiae por las siguientes características: No necesita el suplemento de
ningún aminoácido en los medios de producción, los requerimientos respecto las vitaminas
del grupo B son escasos, es capaz de asimilar pentosas, como la xilosa, y puede crecer en
medios con una fuente de carbono y amonio como fuente de nitrógeno, con pequeñas
cantidades de otros nutrientes y factores de crecimiento (Líchfield, 1979). Además resulta
ser más afín por hexosas que Saccharomyces cerevisiae (Postma y col., 1989a).
Los procesos industriales de producción de Candida milis han utilizado lejías
sulfiticas (p. ej. Vrána, 1960, ejemplos en Boze y col., 1992), y residuos carbonados
procedentes de actividades agrícolas e industriales. Es sobre estos últimos sustratos donde
la producción española ha sido más activa, ya que se han utilizado residuos de orujos de
uva y destilerías (en López Garcés, 1989).
La primera vez que se comunicó el crecimiento sobre residuos de hidratos de
carbono de Candida utilis fue a partir de aguas de lavado de almidón (Reiser, 1954). Desde
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entonces, se ha desarrollado distintos procedimientos industriales en los que, generalmente,
se han utilizado fuentes abundantes en los lugares de origen (melazas en Europa, residuos
de turberas en Canadá, jugo de pita en Méjico, etc). La tasas de producción pueden
apreciarse en la Tabla D:
En esta tabla no aparecen los datos de producción de una levadura, presumiblemente
Candida milis, en la antigua República Democrática de Alemania. Los comunicantes
afirmaron producir varios trenes diarios cargados de levadura seca, capaz de alimentar a
los aninia]es de miles de granjas porcinas y avícolas, a partir de residuos producidos en un
complejo de refinerías petrolíferas (informes CHEMISEM.l5/R.16 y CHEM/SEM.151R.30
de los seminarios del Comité de la Industria Química, de la Comisión para Europa de la
ONU, 1986).
Tabla D. Producción anual de Candida milis en el mundo por distintos procedimientos
fuente de microorganismo producción país
producción (Tmlaño)
etanol C. milis 7 ío~ E.E.U.U.




fugo de pita C. milis l.4~l0~ Méjico
desechos de papel C. milis sío~ E.E.U.U.
Fuente: López Garcés (1989).
Se puede observar como la producción sueca es la mayor, entre las confirmadas y
conocidas comercialmente. El procedimiento que utiliza es el llamado proceso SYMBA
(Jarí, 1969), donde la producción de biomasa se realiza en dos pasos. En el primero, una
levadura (Endomycesflbuliger, antes llamada Saccharomycopsisflbuliger, y Endomycopsis
fibuliger (Barnett y col., 1990)) hidroliza el almidón añadido al medio como fuentes de
carbono. Los productos de la hidrólisis que no son aprovechados para la formación de
biomasa de la primera levadura, son inyectados en fermentadores con Candida milis. Esta
última levadura acaba desplazando a Endomyces fibuliger, de forma que el 98% de la
biomasa final es Candida milis. Los datos comerciales de la producción por parte de la
Swedish Sugar Company, fueron suministrados por los fabricantes de fermentadores
Chemap. Estos son: La producción comercial se inició en 1973 y, hasta donde podemos
saber, continúa actualmente. Se pueden tratar 20 m3/h de aguas residuales de una fábrica
procesamiento de patatas, con una concentración de almidón del 2-3%. Se producen unos
250 Kg/h de levadura seca. La reducción de la demanda biológica de oxígeno (DBO) en
los efluentes es del 90% (catálogo Chemap).
A lo largo del tiempo se han publicado artículos que mejoran las condiciones
iniciales de producción propuestas por Jarí (por. ej. Lawford y col., 1979; Admassu y
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Korus, 1983; SA Correia, 1984; Peinado y col., 1987b). Sin embargo, no se han podido
solucionar los problemas de producción que conlíeva este proceso.
Se puede entender fácilmente que la producción de biomasa microbiana ha de
llevarse a cabo con la utilización de residuos baratos, pues el producto es de muy bajo
valor añadido. Aunque tras las crisis repetidas de energía, la producción de SCP ha dejado
de ser rentable en muchos casos, todavía resulta ser un foco de investigación debido a la
reducción de la DBO que se puede conseguir tras tratar los residuos industriales y agrícolas
antes de su vertido. Por otro lado, en los últimos años se ha comunicado nuevas
aplicaciones de Candido milis, donde el producto es de alto valor añadido: como la
producción de determinados alcoholes de cadena larga (Derrick y Urge, 1993), la
producción de glucomananos con una potencial aplicación en el tratamiento de tumores
(Kogan y col., 1993) y como fuente de ARN en fermentadores air-l¿fr (Ichii y col., 1993).
De esta manera, la forma más provechosa de producción, cualquiera que seas el fin
de la utilización de Candida milis, es la utilización de cultivo continuo. Con esta técnica,
se puede conseguir producciones y tratamientos de residuos permanentes, manteniendo un
caudal constante de adición de medio fresco y de eliminación de caldo del fermentador.
Así, se pueden conseguir cultivos con un caudal constante, donde el medio y la biomasa
es lavado continuamente.
En principio, es importante ajustar esta tasa de lavado de los fermentadores a los
valores más altos posibles. Se consigue de esta manera una alta velocidad de tratamiento
de residuops y una alta tasa de producción de biomasa. Esta última ventaja es debida a que,
al aumentar la velocidad de adición de nutrientes en cultivos estables, la tasa con que los
microorganismos pueden consumir los sustratos añadidos es mayor y la cantidad de
biomasa formada por unidad de tiempo es alta (se describe con más detalle la técnica de
cultivo continuo en Material y Métodos).
Sin embargo, si los medios llevan en su composición hexosas que ocasionan
represión, cuando se mantienen altas tasas de adición de medio, la concentración
instantánea de los sutratos represores aumenta por encima de los umbrales de represión.
Si esto sucede, los microorganismos inician el consumo especifico de los sustratos
represores, mientras que las otras fuentes de carbono asimilables no pueden ser
consumidas. El efecto inmediato es que desciende la concentración de biomasa en el
fermentador (y, por tanto, la tasa de producción) y aumenta e] contenido de compuestos
carbonados en el efluente (con lo que no se consigue unas buenas depuraciones, al
mantenerse altos niveles de DBO). En nuestra levadura, la aparición represión completa de
la toma de otros azúcares es complela cuando la concentración de glucosa es de 0.1 gIl
(Peinado y col., 1987b).
Todos los procesos de producción de biomasa de Candida milis están obligados a
mantener bajas tasas adición de medio fresco a los fermentadores para evitar la aparición
de la represión catabólica. De esta forma no se consiguen los valores de producción que
serían posibles sin la existencia de represión.
Independientemente de el impacto que produce la aparición de represión catabólica
en usos aplicados de nuestra levadura, es importante el estudio de este fenómeno por
motivos de interés básico.
Candido milis resulta ser un modelo de levadura distinta a Saccharomyces
cerevisiae, ya que ambas resultan ser levaduras que muestran respuestas muy distintas
respecto a la regulación de su metabolismo de fuentes de carbono.
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Nuestra levadura muestra en metabolismo respiratorio, donde menos del 30% de la
glucosa metabolizada es fermentada, mientras este porcentaje es mayor en Saccharomyces
cerevisiae en condiciones aerobias (Gancedo y Serrano, 1989).
Por otro lado, Candida milis es un levadura donde se ha descrito una respuesta
positiva en el efecto Pasteur, cuando a este se le define como el descenso del consumo de
azúcar en condiciones aerobias, comparado con el que se observa en limitación de oxígeno
(Gancedo y Serrano, 1989). A pesar de lo que se ha asumido tradicionalmente,
Saccharomyces cerevisiae no es una típica levadura Pasteur + (Gancedo y Serrano, 1989).
Esta confusión viene dada de malinterpretación la observación de Pasteur de que “La
levadura es capaz de crecer en una solición con azúcar en una completa ausencia de
oxígeno y aire. En este caso, una pequeña cantidad de levadura es formada y una gran
cantidad de azúcar desaparece, 60 u 80 partes de azúcar por parte de levadura... Si el
experimento es hecho en presencia de aire... solo 4-10 partes de azúcar son transformadas
por cada parte de levadura obtenida” (traducción tomada de Lagunas, 1986).
Además, Candida no es una levadura que muestra el efecto Crabtree, esto es, la
existencia de fermentación alcohólica en condiciones aerobias (van Dijken y Scheffers,
1986). En condiciones donde existe altas concentraciones de glucosa, la fermentación del
azúcar supone la mayor vía de consumo del azúcaren el metabolismo, en aquellas levaduras
que muestran este efecto, entre ellas Saccharomyces cerevisiae.
A diferencia de Saccharomyces, nuestra levadura está definida como Kluyver +
respecto a ciertos azúcares (Barnett y col., 1990), si definimos este fenómenos como: “La
imposibilidad para fermentar algunos disacáridos a etanol y dióxido de carbono, incluso
cuando el metabolismo respiratorio de los disacáridos y la fermentación alcohólica de las
hexosas componentes de éstos es posible”. (Weusthuis, 1994).
Por otro lado, Saccharomyces es incapaz de consumir ciertos compuestos
simultgneamente con glucosa, por ejemplo, el alcohol de fermentación o añadido
exógenamente. Nuestra levadura si puede consumir ambas fuentes de carbono, tal como
han comunicado Vraná y col. (1989) y Weusthuis y col. (1994a).
Todo ello da idea de las diferencias que se pueden encontrar entre Saccharomyces
cerevisiae y Candida utilis. La cuestión por la que nos hemos preguntado durante la
realización de esta Tesis es:
¿La regulación de la represión catabólica en Candida milis es parecida a la que
muestra Saccharomyces cerevisiae?.
La aproximación más accesible para nosotros fue, en principio estudiar la regulación
por fuente de carbono de las hexoquinasas, ya que estas tienen una función fisiológica
fácilemente accesible para el experimentador y están implicadas en el control de represión
de un alto número de genes, sobre todo, de aquellos implicados en el consumo de fuentes
de carbono.
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1.3. Hexoquinasas en los microorganismos.
Se han descrito estas enzimas desde hace más de 60 años (Kalckar, 1985). Tienen
la propiedad de fosforilar en el sexto carbono las hexosas que entran en el flujo glucolitico,
como la glucosa, la fructosa y la manosa. Se han encontrado en todo los grandes grupos
de microorganismos, arqueobacterias, eubacterias, algas unicelulares, protozoos y hongos
unicelulares y filamentosos. En general se pueden dividir sistemáticamente las
hexoquinasas en función de los sustratos que fosforilan. Aquellas enzimas capaces de
utilizar glucosa y manosa son denominadas glucoquinasas (GK), mientras que las que
también pueden usar fructosa son llamadas hexoquinasas (HK). En general, estas son las
enzimas que se pueden encontrar en los microorganismos y otros seres pluricelulares. De
todas maneras, se han descrito enzimas específicas por un único sustrato, como las
fructoquinasas en grupos de protozoos y bacterias (Mertens y MUller, 1990 y citados en
Garfinkel y col., 1989 y Woolfitt, y col., 1988).
Las hexoquinasas son enzimas que requieren la presencia de 2 sustratos para su
funcionamiento. En levaduras, se ha descrito que la molécula que es capaz de donar el
grupo fosfato para la fosforilación de hexosas en condiciones fisiológicas es el ATP.
Además otros sustratos capaces de ceder un grupo fosfato pueden ser empleados por estas
enzimas, como el ADP, el Pi, el PEP, creatina-P, GTP; CTP y UTP aunque en general solo
cuando el nucleótido está presente en altas concentraciones en la mezcla de reacción y con
escasa efectividad. Existen otros sustratos sobre los cuales las hexoquinasas pueden actuar,
por ejemplo, aquellos análogos de glucosa que poseen una modificación en el carbono 2,
como la 2-desoxiglucosa (especialmente las HK). Sin embargo, no se ha descrito actividad
quinasa con N-acetilglucosamina, análogos de glucosa alterados en el carbono 3, galatosa,
ribosa, arabinosa y disacáridos, al menos en Saccharomyces cerevisiae (Maitra, 1975).
Cuando se ha estudiado la importancia de estas enzimas en el control de la
velocidad de glucolisis en levaduras, se ha concluido que, en general la actividad máxima
de estas enzimas se halla en exceso en comparación con el flujo de consumo de azúcares
por lo que no se ha supuesto (Gancedo y Serrano, 1989; Galazzo y Bailey, 1990)
1.3.1. Hexoquinasas en Candida ¿allis. nosotros abordamos en un trabajo previo
el estudio de la caracterización de la actividad hexoquinasa en nuestra levadura de trabajo,
Candida milis (1991). Esta sería la única posibilidad en trabajos fisiológicos con nuetra
levadura, pues es el único peldaño en el circuito del control de represión catabólica sobre
el que es posible actuar sin precisar la utilización de herramientas de Biología Molecular,
ya que solo hasta tiempos muy recientes no se ha descrito ningún sistema que nos
permitiera el estudio genético de Candida milis (Kondo y col., 1995).
Tras una serie de análisis cromatográficos pudimos separar tres actividades
enzimáticas. Dos de ellas eran capaces de fosforilar las tres hexosas: glucosa, fructosa y
manosa. Por su afinidad por la fructosa fueron descritas como hexoquinasas. La tercera no
utilizaba fructosa como sustrato, de acuerdo a la definición de las glucoquinasas. En los
análisis realizados con extractos obtenidos en las distintas fases del crecimiento con
glucosa, pudimos observar que una de las hexoquinasas (la llamada HK 1), era responsable
de más del 90% de la capacidad de fosforilación de la fructosa contenida en nuestra cepa.
La otra hexoquinasa, minoritaria (HK 2), no pudo ser aislada en cantidades suficientes que
permitieran un estudio bioquímico completo.
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Cuando analizamos las cinéticas de fosforilación de los sustratos naturales,
encontramos las siguientes constantes (Tabla E):
La hexoquinasa mayoritaria poseía un coeficiente F/G de 1.2-1.3. Esta característica,
unida a que encontramos que era parcialmente inducida cuando la concentracion de glucosa
era alta, nos hizo pensar que podía ser una enzima similar a la HK Hl de Saccharomyces
cerevisiae. También otros datos nos indujeron a considerar a esta enzima como el análogo
en Candida de la hexoquinasa mayoritaria de Saccharomyces. Fueron sus respuestas a la
regulación por xilosa, en las condiciones experimentales en las que el trabajó fue hecho.
Existía un dato que hacía particular a esta enzima, la alta afinidad por manosa. Hasta
entonces no se había descrito una hexoquinasa con una afinidad en el rango de ¡dv!. Sin
embargo, recientemente, se ha comunicado la presencia de una hexoquinasa inusual en
Schizosaccharomyces pombe <Petit y col., 1996), con una alta afinidad para la manosa.
La GK pareció ser una enzima sin ninguna característica diferencial al resto de
proteínas similares descritas en la bibliografía. Sin embargo, como ya describieron Fr6lich
y Entian (1984b), poseía una extremada labilidad. Esta es la razón por la que, en un
principio, describimos para esta enzima una inhibición por glucosa. Estudios posteriores
realizado en condiciones in vivo nos hicieron desechar esta hipótesis.
La GK fue parcialmente reprimible por glucosa, como ya se había descrito al
analizar esta actividad en Saccharomyces.
El panorama que describimos entonces era que nuestra levadura poseía una dotación
enzimática para la fosforilación de hexosas similar a la que se había descrito en
.Saccharomyces cerevisiae, aunque las afinidades por los sustratos de las enzimas
analizadas, las hacían más parecidas a las hexoquinasas de géneros no-Saccharomyces,
como se aprecia en la tabla anterior. La regulación por glucosa de las distintas
hexoquinasas, también la asemejaba a la que se observó en Saccharomyces. Sin embargo,
no pudimos encontrar entonces pruebas fisiológicas que nos hiciera asegurar que la función
respecto a la regulación del desencadenamiento de la represión catabólica por héxoquinasas
tuviera lugar también en Candida milis.
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Tabla E. Comparación de las afinidades de las hexoquinasas de Candida milis con los
datos bibliográficos para otras hexoquinasas.
levadura sustratos
glucosa fructosa manosa ATP FíO MIO
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Como hemos expuesto en la Introducción, nuestro ánimo es descubrir los
mecanismos fisiológicos que regulan la represión por glucosa en Candida milis. Esto se
concreta en estos objetivos:
1. Analizar la regulación fisiológica de la actividad hexoquinasa en nuestra
levadura.
2. Determinar la función hexoquinasa en la regulación de la represión por glucosa
para la toma de azúcares. Establecer las semejanzas y diferencias respecto al modelo de
Saccharomyces cerevisiae.
3. Estudiar la regulación ejercida por la velocidad de flujo metabólico en la
actividad de ciertas enzimas implicadas en el consumo de azúcares.
4. Establecer la influencia del paso de transporte en la velocidad de consumo de
glucosa.
5. Obtener, si fuera posible, mutantes desreprimidos para el consumo de sustratos
glucolíticos. Caracterizar los mutantes desde el punto de vista fisiológico.
6. Establecer las diferencias en la regulación de consumo de fuentes de carbono
diversas que se encuentren entre las cepas mutantes y la parental, con el fin de encontrar
las etapas de control de represión con valor fisiológico.
7. Elaborar, a partir de los resultados de los objetivos anteriores, un modelo de



















Material y métodos 1
En este capitulo se describe la metodología general utilizada durante la
experimentación de esta Tesis Doctoral. Aquellos experimentos que requirieron materia]
o métodos específicos serán descritos en los apanados correpondientes de Resultados.
2.1. Cepas utilizadas.
Las cepas de levadura utilizadas en los trabajos de la Tesis Doctoral fueron:
Candida milis IGC 3092 (CES 890) (CYC 1018).
Candida milis SDM- 1 (CYC 1135).
Candida milis SDM-2 (CYC 1136).
Candida utilís SDM-9 (CYC 1137).
Saccharomyces cerevisiae CECT 1317 (CYC 1314).
Esta última cepa está extensamente caracterizada por la CECT: Aislada en el
Hilíman Hospital y recibida como Saccharomyces carísbergensis. Carece del plásmido 2
im. Ha sido utilizada en estudios de represión catabólica por el grupo del Prof. Moreno
(p. ej. en Fernández y col., 1985). Es auxótrofo para pantotenato, inositol y piridoxina. Es
una cepa patentada en la Oficina Europea de Patentes, con el número 0060465A2.
Todas las cepas fueron depositadas y conservadas congeladas en viales en nitrógeno
líquido en la Compímensis Yeast Collection en el Departamento de Microbiología 1111 de
la Facultad de Ciencias Biológicas.
2.2. Medios de cultivo y mantenimiento de cepas.
2.2.1. Medios de mantenimiento.
2.2.1.1. General. Las cepas fueron conservadas en tubos de agar inclinado
con e] medio YPD, con la siguiente composición.
Extracto de levadura 0.5% (p/v)
Peptona Universal M 66 0.5% (plv)
Agar 1.7% (p/v)
Los componentes antes citados fueron obtenidos de la casa Merck. La fuente
de carbono fue usualmente glucosa monohidrato, aunque se prepararon tubos conteniendo
fructosa o maltosa. En todos los casos la concentración de la fuente de carbono fue 1 %
(p/v).
2.2.1.2. Selectivopara mutantes. Se conservaron en placas con YPD-DOG,
con una composición semejante al medio YPD, excepto en la fuente de carbono, que fue
rafinosa 1 % (p/v) y 2-desoxiglucosa 0.2 % (p/v) de Sigma. La mezcla de fuentes
azucaradas fueron esterilizadas por filtración, para prevenir la descomposición del análogo
de glucosa, y añadidas al agar estéril una vez que este último habla sido esterilizado en
autoclave.
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2.2.2. De crecimiento.
2.2.2.1. Medio complejo YPD. Se utilizaron dos composiciones alternativas:
En la primera receta se utilizó:
Extracto de levadura 0.5 % (p/v)
Peptona Universal M-66 0.5 % (p/v)
Fuente de carbono 1 % (p/v)
La segunta variante fue:
Extracto de levadura Difeo 1 % (p/v)
Bactopeptona Difco 2 % (p/v)
Fuente de carbono 2 % (p/v)
2.2.2.2. Medio sintético K. Descrito por van Uden (1967) ~‘ capaz de





CI2Ca- 2H20 0.13 gIl
Factores de crecimiento:
Biotina 4 0.01 gIl









Solución de oligoelementos B:
Antes de la disolución de las siguientes sales, el pH se ajustó a 3 mediante
la adición de CIH 1 mM. Durante la preparación de esta solución, el pH se mantuvo debajo
de 3, para evitar la precipitación del cloruro de hierro. Los siguientes compuestos se
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disolvieron secuencialmente, en el siguiente orden:
SO4Cu 5 119 0.08 g/l
Cl3Fe~ 6 1120 0.4g/l
SO4Mw 4 H20 0.8g/l
ZnSO4~ 7 1120 0.Sg/l
Fuente de carbono (x 10) 0.5 % (p/v)
El medio base se esterilizó en autoclave siempre que ello fue posible. Las tres
últimas soluciones, además de la fuente de carbono, son esterilizadas por filtración y
conservados a 4
0C por separado.
El medio completo se compone, cuando fue utilizado en crecimientos en discontinuo de
una mezcla de l:0.0005:0.0005:0.0005 de medio base, factores de crecimiento, solución de
oligoelementos A y solución de oligoelementos B. La fuente de carbono se diluye 10 veces
en el medio resultante para tener la concentración final 0.5 %.
En el caso de crecimientos en continuo, la concentración de la fuente de carbono
era de 0.4 % y la esterilización del medio completo (en cantidades de 20 1) era realizada
mediante filtración a través de filtros Millipak 40 de 0.2 ¡un de tamaño de poro de
Millipore acoplados a una bomba peristáltica. Para evitar la formación de espuma se
adicionó al medio antiespumante de B. Braun-Biotech (Cód. 271385). Esta espuma es
producida durante el crecimiento debido a la agitación y aireación requerida por el
metabolismo oxidativo de Candida milis, a pesar de la utilización de un medio sintético.
En crecimientos en discontinuo no es necesario la adición de antiespumante, pues la
producción de espuma ocurre una vez que se ha iniciado la fase estacionaria de]
crecimiento.
2.2.2.3. Para selección y aislamiento de mutantes deficientes en actividad
hexoquinasa. Con la misma formulación que el medio K (apartado 2.2.2.2.), excepto que
el medio base se ajustó a pH 5.5 con NaOH. La concentración de agar fue del 2% (p/v).
Después de la esterilización y durante el enfriamiento se añadió la fuente de carbono y las
soluciones A, B y de factores de crecimiento.
2.3 Métodos de crecimiento.
2.3.1 En matraz. En este caso, el volumen del medio suponía 1/5 del volumen total
del matraz. Las levaduras fueron crecidas a 280C, en una plancha de agitación a 250 rpm.
Las levaduras eran preinoculadas hasta la fase exponencial del crecimiento con un medio
que contenía una fuente de carbono similar a la utilizada en el experimento.
2.3.2 En placas micropocillo. Los medios de cultivo fueron pipeteados en placas
micropocillos en volúmenes variables según el propósito del experimento. Se utilizaron 340
pl de medio/pocillo, en pocillos con capacidad para 350 pl, en placas cubiertas por una tapa
para experimentos denominados de limitación de oxigeno y 230 pl en placas destapadas
para medios sin limitación de oxígeno (puesto que se comprobó que las mayores tasas de
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crecimiento se obtenían con volúmenes entre 200 y 240 Fil). Se realizaron los experimentos
en incubadores-lectores de placas micropocillo Bioscreen C de Labsystems, ajustando la
temperatura a 280C (tras un período de calentamiento de 10 min), con agitación de 900
rpm en crecimientos de 48 h. Las lecturas de densidad óptica se realizaron a 600 nm, cada
30 mm. Cada pocillo se inoculó con 10 pl de un preinóculo crecido en matraz. Los datos
de crecimiento fueron prdcesados en programas de hojas de cálculo y la tasa de
crecimiento determinada en las primeras fases- de crecimiento, puesto que a tiempos más
avanzados existían problemas de evaporación y precipitación de la biomasa en el fondo del
pocillo, que implicaban un descenso de la DOS.
2.3.3. En fermentador. El aparato utilizado fue un INFORS HT 100, con una
cubeta de 2 1, con agitación inferior. La aireación se procuró mediante venteo por una
bomba Sirocco de 3 W de potencia. El aire era esterilizado por el paso a través de filtros
Gelman de venteo. El circuito de aireación terminaba en un difusor situado en el fondo de
la cubeta. El flujo de aire fue de 1 vvm, mediante ajuste del caudal con un rotámetro
incorporado en el fermentador. La oxigenación y mezcla del medio se garantizó por
agitación mecánica a 600 ó 500 rpm. El pH se mantuvo estable a 4.5±0.1mediante la
adición de KOH 0.85 N, através de un controlador de pH que recogía la señal de una sonda
de pH esterilizable en autoclave INGOLD 465-35-K9. La temperatura se ajustó a 28±10C
por el paso de agua atemperada a través de una camisa externa a la cubeta. El control de
temperatura se efectuaba a través de una sonda Pt 100 insertada en la cubeta.
Los muestreos se realizaron a través de un conducto metálico introducido en el
medio.
Cuando los crecimientos fueron en discontinuo, el medio K base se esterilizó dentro
del fermentador. Antes del inicio de la fermentación se adicionó los restantes componentes
del medio, junto con el volumen de agua perdido en el proceso de esterolización
(generalmente 50 mIll de medio). En este caso el volumen de medio fue de 1 1.
En crecimientos en continuo, el medio estéril completo fue adicionado a la cubeta
previamente estéril mediante una bomba peristáltica. El volumen final era de 850 ml. En
este caso, con el fin de procurar una aireación efectiva, las palas de agitación se situaron
a 1 cm y a 4 cm del fondo de la cubeta para obtener un buen grado de rotura de la burbuja
de aire. La adición de medio fresco del reservóreo se efectuaba por goteo a través de una
bomba peristáltica Gilson Minipuls II de 4 canales. El flujo se controlaba variando la
velocidad de la bomba. Con la instalación en la bomba de un canal de neopreno AG-60
de Bio-Rad con una luz interior de 3.2 mm se consiguieron flujos mínimos de 25 ml/h. El
volumen de medio en el fermentador se mantuvo constante, evacuando el exceso de medio
con un canal de salida de medio situado por encima del nivel del vórtice de agitación del
medio. El medio residual era almacenado en una botella de 10 1 estéril a la salida del
fermentador, que era reemplazada cuando se cambiaba la tasa de dilución del fermentador.
En todos los casos, la inoculación se realizó por jeringa con células preinoculadas
en matraz a través de un septo en la parte superior de la cubeta.
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2.4. Determinación de los parámetros de crecimiento.
Para crecimientos en discontinuo, se consideró que el crecimiento de las levaduras
utilizadas se podían ajustar al modelo de crecimiento exponencial, que se expresa en la
siguiente ecuación:
X=X0 e””” (2.1)
Donde X es biomasa (generalmente expresada en g/l de levadura seca), X0 es la
biomasa inicial, p.~ es la tasa máxima de crecimiento (expresada en h’) y t es el tiempo
en h.
Para la estimación de la biomasa, se utilizaron determinaciones de peso seco, tras
ser recogidas y lavadas con agua destilada las muestras de levadura en filtros de 27 mm
de diámetro con 0.45 pn de tamaño de poro que fueron pesados después de permanecer
al menos 24 h a 80
0C. Alternativamente se midió la concentración de biomasa por
densidad óptica a 620 nm (DO
620), que fueron convenidas a peso seco mediante la ecuación
obtenida de Leyva (1993):
X= -0.0624+0.525 DO6~ (2.2)
Los valores de DO620 utilizados para calcular X fueron entre 0.09 y 0.7, puesto que
se combrobó que las medición de DO, puesto que se comprobó que es en este rango
cuando la densidad óptica era proporcional a la biomasa. Cuando la densidad del cultivo
era superior a 0.7, se efectuaron las diluciones necesarias con agua destilada hasta alcanzar
e] rango válido para la ecuación.
La estimación de p.,,~ se realizó por ajuste de los datos experimentales por
regresiones exponenciales con el programa estadístico Statgraphics y. 5 ó 7.
A su vez, se estimó el rendimiento final del cultivo Y mediante el cálculo del
incremento de biomasa que se producía por el consumo de S~-S cantidad de sustrato, donde
S~ es la cantidad de sustrato inicial y 5 la concentración residual en g/l o mM.
La determinación de la cantidad residual de sustrato o metabolitos de la
fermentación se hizo después de extraer 1 ml de muestra del medio, centrifugar a 3000 g
durante 2 mm. para sedimentar la biomasa contenida en la muestra. 300 ~l del
sobrenadante resultante fueron guardados en congelación hasta el momento de los ensayos.
En crecimiento en continuo, se utilizaron dos abordajes distintos para ajustar los
datos experimentales: el modelo de Monod y el de Pirt una vez alcanzado el estado
estacionario. En crecimientos en continuo se considera que el crecimiento de un
microorganismo es estable en cada tasa de dilución (estado estacionario), para cualquier
parámetro fisiológico que se desee determinar, cuando el cultivo ha sido lavado al menos
4 veces. Se puede demostrar, que en estas condiciones, sólo el 0.015% de la población
microbiana que se encuentre dentro del fermentador procede de biomasa anterior al
establecimiento de las condiciones experimentales determinadas, con lo que la mayor parte
de la biomasa presente en el quimiostato ha estado creciento en las condiciones requiridas
por el experimento. Se puede demostrar, a su vez, que en estado estacionario, a=D, donde
D es la tasa de dilución en It’. Consideramos que se alcanzaba el estado estacionario
cuando, para cada tasa de dilución utilizada, el fermentador se había lavado 4 veces, pues
habíamos recogido al menos 4 volumenes de fermentador (3.4 1) de acuerdo a una
calibración previa de la bomba de alimentación. Por el desgaste del conducto de neopreno
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en cada uno de los experimentos realizados, esta calibración se consideró como orientativa
de la tasa de adición real de medio fresco al fermentador.
Modelo de Monod (1950). Requiere que el rendimiento sea constante a lo largo
del crecimiento, que el microorganismo consuma el sustrato con una afinidad constante en
cualquier condición y que cualquier candidad de sustrato consumido provoque el
crecimiento de la biomasa. La evolución de la biomasa y del sustrato se describen por estas
ecuaciones, en estado estacionario:
K-D K~D
X=Y(S0— $ ); S— (2.3)
g~-D
Donde K~ se define como la constante de afinidad (en mM). La tasa de consumo
de 5, es q, con unidades mmol S/(gh) se calcula de la siguiente manera
D
(2.4)
Modelo de Fin (1975). Considera un nuevo parámetro, denominado m o tasa de
mantenimiento expresado en mmol S/(g-h), con el que se cuantifica el consumo mínimo
de sustrato necesario para que el microorgansimo inicie el crecimiento, puesto que la célula
necesita energía para el sostenimiento de funciones no necesanamente relacionadas con el
crecimiento. Entre ellas se han reconocido el recambio de material celular, mantenimiento




Se introduce ~ como el rendimiento máximo, puesto que este modelo no
presupone un rendimiento constante.
La tasa de consumo de sustrato máxima (q,,~) se estima por la expresión
D
= — m (2.6)yma
La estimación experimental de D, X y 5, para ambos modelos utilizados, se realizó
de la siguiente manera:
D se puede definir como la proporción de medio total en el fermentador que es
lavado cada hora. De esta manera para nuestras condiciones de ensayo, D se calculó
conociendo que el volumen del medio en el fermentadores 850 mi, e] volumen almacenado
en la botella de salida del medio residual y el tiempo utilizado en cada una de las
diluciones ensayadas.
X y 5 se conocieron mediante muestreo directo en el fermentador, realizado de la
siguiente manera. El medio es recogido después de provocar en la cubeta de fermentador
una presión positiva mediante la oclusión del canal de salida de aire. El canal de muestreo
fue lavado previamente a la toma de muestra haciendo pasar al menos 5 ml de medio por
él. El volumen de medio utilizado para lavar el canal de muestreo no fue utilizado con
fines experimentales. Cuando el muestreo se efectuaba para la determinación del sustrato
o metabolitos de fermentación, se tomaba 5 ml que eran filtrados a traves de filtros Millex
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HA con un tamaño de poro de 0.45 ¡un, como método de eliminación de células. El
proceso duraba entorno a 3 s. De esta manera, se minimizaba la alteración del nivel de
metabolitos existente dentro del fermentador debido a un metabolismo celular durante el
tiempo de muestreo, como se discutirá posteriormente. La biomasa se obtenía con el mismo
procedimiento experimental, omitiendo el paso de filtración.
2.5. Detenninación de metabolitos y sustratos de fermentación.
2.5.1. Glucosa. Se utilizaron dos métodos enzimáticos.
Por la reaccion GOD-Perid. Del equipo de análisis de Boehringer Mannheim (n0
referencia 124 028), durante un tiempo de reacción de 50 mm. a 250C. Se realizaron
distintas calibraciones según el rango de glucosa a detectar.
Se pudo determinar cantidades de glucosa entre 1.25 mg/l y 125 mg/l mezclando
300 pl de muestra y 2 ml de solución enzimática. Determinándose la relación:
A
610 804110410726(mgglucosa> r=O.999 (2.7)
‘nl
Para rangos de glucosa entre 20 mg/l y 1 gIl, se diluyó la muestra diez veces con
agua destilada, para un volumen total de 100 gl, que se adicionaron a 2.5 ml de mezcla
enzimática. Se encontró esta relación:
A620 = -2.199 j0-44~j306~ glucosa r=0.998 (2.8)
1
Por la reacción de la hexoquinasa. Mediante análisis realizados en un Cobas Bio
Autoanalyzer de Roche, determinándose el incremento de absorbancia a 340 nm debido a
la producción de NADPH (coeficiente de extinción t= 6.22 cm’h~’). 10 ¡.11 de muestra se
mezcló con 100 ¡u de una solución para la obtención de una línea base conteniendo:
Tampón Pipes 100 mM PH 7 2m1
Agua destilada 1.28 ml
ATP 0.1 mM en tampón Pipes 100 mM pH 7 100 pl




La reacción se inició añadiendo 125 pl de una solución compuesta de;
Tampón Pipes 100 mM pH 7 400 pl
Hexoquinasa (Boehringer Mannheim)
Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (Boehringer Mannheim) 5 pl
Se determinó la cinética de producción de NADPH durante y se analizó el
incremento fmal de absorbancia tras trasferir los datos a la hoja de cálculo Lotus 1.2.3.
Opcionalmente, se realizó la determinación de glucosa (y fructosa) mediante el
protocolo propuesto por Boehringer Mannheim (equipo enzimático reIl 139 106)
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2.5.2. Disacáridos. Se utilizaron dos métodos para la valoración de maltosa y
sacarosa.
Determinación de azúcares totales por el método del fenol. (Herbert y col., 1971)
Válido en un rango de concentraciones entre 10 y 100 mgIl. En tubos de boca ancha a 0.5
ml de muestra se añadió 0.5 ml de una solución fresca de fenol grado 5 % (p/v).
Inmediatamente se añadió 2 ml de ácido sulfúrico concentrado con un pipeteo rápido,
mientras se procuró una mezcla rápida por agitadión en vórtex. Tras reposar 30 mm a
temperatura ambiente, se midió la absorbancia a 488 nm. Simultáneamente a la
determinación de las muestras, se valoró una recta patrón que abarcaba el rango de medida,
pues el desarrollo de color puede depender fuertemente de la velocidad de adición del
ácido e intensidad de la agitación.
Determinación enzimática de maltosa. En soluciones que contenían maltosa, se
diluyó 1:1 con tampón TEA 100 mM pH 7 y se añadió 2 U. de a-glucosidasa (Boehringer
Mannheim), incubándose durante 30 mm a 370C. La glucosa hidrolizada se determinó en
e] lector automático Cobas tras la reacción con hexoquinasa, con el método descrito
previamente.
2.5.3. Etanol. Se utilizó el equipo enzimático de Boehringer Mannheim (n0
referencia 176 290) con alcohol deshidrogenasa. Como variación al protocolo experimental
propuesto por el fabricante, se disminuyó 3 veces todos los volúmenes de reactivos y
muestra de la reacción. La determinación de etanol se realizó por la producción de NADH
con estequimetriá 1:1 con respecto al etanol. La concentración de etanol se valoró
conociendo que £= 6.22 cm’h’.
2.5.4. Glicerol. Se utilizó el equipo enzimático de Boehringer Mannheim (n0
referencia 148 270). Al igual que en las valoraciones de etanol, los volumes de reactivo
disminuyeron a un tercio respecto a las cantidades ¡ecomendades por el fabricante. El
glicerol se valoró extrapolando la cantidad de NAD producido por oxidación del NADH
de la reacción.
2.5.5. Ácido acético. Determinado mediante el equipo enzimático de Boehringer
Mannheim (n0 referencia 148 261). El procedimiento de ensayo con cantidades de reactivo
menores de lo recomendado fue semejante a las medidas de los metabolitos anteriores. El
incremento de absorbancia a 340 por producción de NADH fue utilizado para conocer la
concentración de acético de las muestras.
Finalmente otros metabolitos componentes de los medios de cultivo o producidos
en la fermentación fueron valorados por equipos enzimáticos de Boehringer Mannheim.
2.5.6. Intercambio de gases (oxígeno y CO
2). La tasa de consumo de oxígeno y
producción de CO2 se valoró por métodos respirométricos o polarográficos.
Método respirométrico. Se usó el método de Warburg directo (Umbreit) en 2 ml
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de muestra de células tomadas directamente del medio de cultivo. En matraces utilizados
para la determinación de ~2, en un pocillo separados del medio, se añadió una tira de papel
impregnadas con 200 pl de una solución de KOH 20 % (p/v). Las medidas de las
variaciones de presión en los matraces se efectuaron a 280C durante, al menos, 1 h.
Método polarográfico. Específico para el consumo de 02. Muestras de células
tomadas de cultivos, fueron lavadas con medio K sin fuente de carbono. En el momento
del ensayo se diluyó 0.5 ml de células con 9 ml de medio K sin fuente de carbono para
dar una concentración final de células de 100 mg/l en una cubeta de 10 ml termostatizada
a 280C. La muestra fue homogeneizada por agitación magnética durante todo el tiempo del
experimento. La concentración de oxígeno, determinada en mg Ofi, se efectuó mediante
una sonda Orion 97-08-99 y la señal recogida en un pHmetro Mettler Delta 350. Para
evitar el intercambio de oxigeno con la atmósfera el conjunto de muestra y sonda fue
sellado con una junta tórica. De esta manera la señal de consumo del gas no se vio alterada
por el aporte de nuevo gas disuelto procedente de la atmósfera. Durante los primeros 3
minutos de ensayo se recogió la tasa de respiración endógena de la muestra. El consumo
de oxígeno por metabolismo de distintas concentraciones de glucosa fue seguido entre los
10 s y los 3 m siguientes a la adición de glucosa en un volumen de 0.5 ml.
2.6. Obtención de extractos enzimáticos y células permeabilizadas.
2.6.1. Extractos enzimáticos. En el caso de que se necesitaran extractos para la
determinación de enzimas intracelulares, se tomaron muestras de células de los medios de
cultivos que contenían suficiente cantidad de células para la experimentación. Se lavaron
2 veces con agua destilada a 40C o en el tampón adecuado frío. Finalmente se
resuspendieron en el tampón adecuado a una concentración aproximada de 100 mg/ml de
peso húmedo, añadiendose una mezcla consistente en EDTA 1 mM, ~3-mercaptoetanol2
mM y PMSF 1 mM (concentración final), para evitar la degradación enzimática. La
muestra lavada y resuspendida se congeló a -200C en eppendorfs o en tubos de 30 ml de
fondo cónico, según el tamaño de la muestra. Como método de rotura de las células, se
usaron bolas de vidrio (0.25-0.3 pn de diámetro, de Sigma) previamente lavadas en el
tampón adecuado. Las bolas se añadieron en una proporción 1:1 (y/y) a la muestra. Las
células se rompieron por sucesivos ciclos de agitación en vórtex y reposo en hielo de 1 mm
cada uno, hasta alcanzar la descongelación de la muestra. El sobrenadante se recogió y se
centrifugó a 3000 g durante 10 mm a 00C, descartándose el residuo de biomasa y bolas de
vidrio. El sobrenadante se utilizó como extracto libre de células y se repartió en eppendorfs
en congelación hasta la determinación enzimática. Opcionalmente. el paso de centrifugación
se realizó en eppendorfs a 3000 g durante un minuto en una microcentrifuga con el rotor
previamente enfriado a -200C, silos extractos resultantes iban aser usados inmediatamente.
2.6.2. Permeabilización. A muestras de céluas lavadas y resuspendidas como se
muestra en el punto 2.5.1., se les añadió una solución permeabilizante compuesta de etanol-
tolueno a 40C (4:1, y/y) en una cantidad de 1/10 del volumen de la muestra. Tras agitar
en vórtcx durante 3 mm, el proceso de permeabilización se detuvo añadiendo 500 ¡11 de
tampón a 00C por ml de muestra. Las células permeabilizadas se lavaron con el tampón
preciso mediante dos pasos de centrifugación a 3000 g, durante 1 ó 5 mm a 00C, según el
Material y métodos 10
volumen de la muestra. Finalmente, las muestras se guardaron en congelación hasta su
utilización. Este tratamiento no implica la pérdida de enzima por solubilización en el
tampón, como se muestra en Espinel (1991).
2.6.3. Extractos para la determinación de invertasa. Se usó el medio de cultivo
como extracto. las células fueron separadas del medio, tal como se indica en el apanado
2.4.
2.7. Determinación de proteína o biomasa en ensayos enzimáticos. Para la
valoración de las actividades especificas, se cuantificó la cantidad de enzima presente en
la reacción por dos métodos:
Determinación de proteína. Se utilizó el método de Bradford (1976), con el fin
de evitar las interférencias que se podían registrar por las presencia de distintos compuestos
que afectan a la sensibilidad de otros métodos de valoración de proteínas, como Lowry o
biurer. E] procedimiento, denominado microensayo, consistió en la incubación de 800 ¡il
de muestra con 200 pl del reactivo sin diluir del equipo de Bio-Rad. Tras 5 mm de
incubación a temperatura ambiente, se leyó la absorbancia a 595 nm de la muestra.
Los valores de absorbancia, se extrapolaron a una curva patrón de seroalbúmina
bovina con la siguiente expresión:
= 0.0103 ~0.036l gg pm~Ína (2.9)
ml
Opcionalmente, para la determinación de proteínas en ensayos de consumo de
azúcares, se utilizó el método de Lowry (Lowry y col., 1951).
Determinación de peso seco. Muestras concentradas de células (50-100 pl) fueron
pipeteadas en porciones taradas de papel aluminio de aproximadamente 4 cm2 de supeficie
y secadas en la estufa durante, al menos 24 h. En el caso de que la biomasa estuviera
contenida en un tampón concentrado, se pipeteó la misma cantidad de tampón sin células
para descontar el peso de las sales del tampón.
2.8. Determinación de actividades enzimáticas.
2.8.1. Hexoquinasa. Se utilizan los métodos de determinación enzimática de
hexosas fosfatos o del ADP producido en la reacción (Hirai y col., 1977; Anderson y
Sapico, 1975), ya usadas en Espinel (1991). En todos los casos, el tampón de reacción fue
imidazol 50 mM con Cl
2Mg 10 mM. La reacción se determinó en las denominadas por
nosotros condiciones óptimas (imidazol PH 8 y 300C), de acuerdo a Espinel (1991), ocondiciones fisiológicas (imidazol pH 7 y 280C).
Fosforilación de glucosa. A una cantidad de muestra de 25 ó 10 ji] tamponada en
el tampón de reacción sin Cl
2Mg se añadió una mezcla de reacción preparada
extemporáneamente en un volumen final de 1 mí, que contenía:
D-Glucosa (Merck) 25ól00mM
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Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (Tipo VII, Sigma) 1 U
NADP (n0 referencia N 0505, Sigma) lmM
ATP (grado 1, Sigma) 2mM
La reacción se inició con la adición de ATP. La cinética de la reacción se leyó por
la formación de NADPH espectrofotométricamente a 340 nm. La correlación entre
absorbancia y NADPH producido se calculá en el espectrofotómetro de acuerdo a la
relación 1 unidad de AMO=l59.84 ~smolNADPH, determinada en las condiciones del ensayo
con distintas concentraciones de NADPH.
Fosforilación de fructosa. En este caso el sustrato a fosforilar se sustituyó por
fructosa (Merck) 25 ó 100 mM y a la mezcla de reacción se añadió 1 U de glucosa 6-
fosfato isomerasa tipo III de Sigma.
Fosforilación de manosa. La reacción se siguió después de añadir a 10 pl de
muestra las siguientes soluciones:
ATP 80 mM 12.5 pl
Solución 1 (ATP 1.32 mM, NADH 0.9 mM, PEP 0.25 mM) 300 pl
Solución 2 (piruvato quinasa 1.8 U y lactato deshidrogenasa 1.6 U) 3 pl
Solución 3 (tampón de reacción, manosa y Cl
2Mg en las mismas
concentraciones finales que las descitas para la determinación de la
fosforilación de glucosa y fructosa 666 pl
La reacción se inició con la adición de muestra.
La soluciones 1 y 2 fueron obtenidas del equipo enzimático de Boehringer
Mannheim para la determianción de glicerol. La relación entre A~ y cofactor oxidado
producido en la reacción se determinó con la fórmula experimental descrita anteriormente.
En todos los casos, independientemente del sustrato añadido, la velocidad de la
reacción era proporcional a la cantidad de proteína de la muestra.
Las unidades de actividad enzimática se definieron con nmol de NADPH o NAD
producidos por mg de proteína cada minuto.
2.8.2. a-glucosidasa. Se determinó la actividad por la velocidad de hidrólisis del
análogo de maltosa PNPG (Sigma) en células permeabilizadas y a 280C, en unprocedimiento variado de Peinado (1987).
Muestra SOpl
Tampón fosfato de S0rensen 100 mM pH 6.5 850 pl
PNPG 20 mM l0%il
La reacción se inició con la adición de PNPG y transcurrió hasta la aparición de
color amarillo en la mezcla de reacción. En este momento, para parar la reacción, 200 pl
de muestra se pipetearon en 1 ml de carbonato sódico 5% (p/v). Las células fueron
separadas por centrifugación (3000 g, durante 1 mm). El PNP resultante de la hidrólisis se
determinó espectrofotométricamente a 400 nm y sustitución del valor en una curva patrón
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de PNP.
Se comprobó que la pendiente de la tasa de hidrólisis de PNPG era proporcional
con el tiempo.
La unidad de actividad específica se definió como nmol de PNP prodicido por mg
de proteína por minuto.
2.8.3. Invertasa. Se utilizó la glucosa libre aparecida por la hidrólisis de sacarosa,
con este procedimiento:
Muestra 300pl
Tampón succinato 100 mM, PH 5.2 con sacarosa 200 mM 700 pl
Transcurridos 0, 5 y ío mm las reacciones se pararon pipeteando 100 ¡sI de la
mezcla de reacción en 900 pl de URAC (Boehringer Mannheim, n0 de referencia 125 415)
como solución desnaturalizante de proteínas. En el caso de que las muestras procedieran
de medios con glucosa, se realizaron diluciones 1:10 de la muestra en tampón succinato
100 mM pH 5.2 sin sacarosa y el tiempo de reacción fue de 0,15, 30 y 45 mm. Las
proteínas se precipitaron por centrifugación a 10000 g durante 1 min. El sobrenadante
resultante se utilizó para la valoración de glucosa por el método del apartadd 2.4.1.
Las concentraciones de glucosa procedentes del medio de cultivo se valoraron en
muestras diluidas con URAC, que siguieron el mismo tratamiento que el expuesto
antenorm ente
La unidad de actividad se definió como pniol glucosa producida por mg de proteína
y minuto (en cultivos en discontinuo) o ¡imol de glucosa de hidrólisis por ml de medio en
cultivo continuo.
2.8.4. Alcohol deshidrogenasa.
Extracto crudo 10 pl
Tampón K
2HPO4 de Boehringer Mannheim pH 9 del equipo enzimático de
referencian
0 176290 con NAD 0.4 mM 900¡.il
Etanol lM 100pl
La reacción se iniciaba con la adición de etanol. Se siguió la aparición de
absorbancia a 340 nm, como indicador de la actividad enzimática.
La unidad de actividad se definió como pmol de NADH aparecido por mg de
proteína por minuto.
2.8.5. Transporte de glucosa. Se utilizaron dos procedimientos distintos que nos
permitieron distinguir la actividad transportadora del azúcar mediada por simporte de
protones (Peinado y col., 1989) de la actividad debida a la difusión facilitada.
2.8.5.1. Determinación del transporte activo. Se utilizó un sistema pHmétricopara
la valoración de los cambios de pH debidos al movimiento de protones generados en el
transporte. Se estimó que la concentración de protones que desaparecían del medio de
reacción era la misma que la cantidad de glucosa que era transportada dentro de la célula,
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considerando la estequiometría 1:1 protón-glucosa establecida por Peinado y col. (1989).
En una cubeta de fondo cónico de 10 ml termostatizada a 280C se introdujo 4.5 mlde células a una concentración 60-80 mg/ml peso seco, resuspendidas en agua destilada.
Las células habían sido previamente desenergizadas tras permanecer en hielo entre 1 y 3
horas. La muestra fue oxigenada durante todo el desarrollo del experimento por agitación
magnetica. El valor inicial de pH se ajustó con HCl 10 mM o NaOH 40 mM hasta valores
de 4.5 ó 5. Se registró la pendiente de basificación inicial del medio producida tras la
adición de 9 pl de glucosa 10 mM (concentración final).
La toma de protones se cuantificó estimando el cambió de pH producido tras añadir
al medio 100 nmol de protones, procedentes de HCl.
La posibilidad de registrar una falsa basificación debido a diferencia de PH entre
la solución de glucosa y el medio que contenía las células se descartó experimentando con
células de Saccharomyces cerevisiae y de Candida ¿allis crecidas en glucosa, donde se ha
comprobado la no existencia de este tipo de transporte.
2.8.5.2. Transpone de glucosa radiactiva. Se siguió el método de Walsh y col.
(1994), con leves variaciones. Este método introduce cambios metodológicos respecto al
método tradicional de Bisson y Fraenkel (1983b). Las células fueron recogidas por
filtración, lavadas en tampón fosfato KH
2PO4 100 mM, PH 4.5 y concentradas a un 5 %
peso húmedo (p/v) y conservadas en hielo hasta su utilización.
Se preparó una batería de concentraciones de glucosa fría entre 0.4 y 243 mM, que
sirvió para las distintas determinaciones del transporte y que fue guardada en congelación.
La batería de glucosa marcada se preparó evaporando por flujo de aire entre 400 y 100 de
glucosa marcada de Aniersham (según Walsh y col., 1994). El residuo secd de glucosa
radiactiva se diluyó en glucosa fría. La concentración real de glucosa se estimó por
valoraciones en el analizador automático Cobas.
Las células fueron energizadas por burbujeo de aire durante 5 mm, previos a la
determinación. 50 ¡sí de células fueron pipeteados dentro de eppendorfs que contenían 10
pl de diferentes concentraciones de [LTJ-glucosa.El tiempo de la reacción se cronometró,
mientras las células y la glucosa eran mezcladas con sucesivos pipeteos. La media del
tiempo de reacción fue de 5 s. La reacción se paró introduciendo 50 pl de la mezcla de
reacción en 10 ml de tampón KH2PO4 100 mM, PH 4.5 con glucosa no marcada 500 mM,
enfriada a, al menos -6
0C por inmersión en hielo con sal. Inmediatamente las células
fueron separadas de la glucosa marcada por filtración. La glucosa retenida
inespecificamente por las células fue lavada 2 veces con el mismo tampón frío. Los filtros
se recogieron e introdujeron rápidamente en viales conteniendo 8 ml de líquido de
centelleo.
Paralelamente, se elaboraron los blancos introduciendo 10 pl de glucosa marcada
en los tubos que contenían el tampón de parada de reacción, tras lo cual se pipeteó 50 pl
de la solución de células. La mezcla fue inmediatamente filtrada y lavada como se ha
expuesto previamente. La actividad específica de las muestras se determinaron por lecturas
de radiactividad correpsondientes a 10 pl de las soluciones de glucosa marcada pipeteadas
en viales con 8 ml de líquidos de centelleo.
Debido a que la realización de los ensayos de transporte de glucosa en cada una en
las series completas de concentraciones de glucosa duraba 18- 25 mm, se tomaron muestras
de células antes y después del experimento para la determinación de la concentración de
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proteínas, con el fin de valorar el grado de evaporación de la muestra por el burbujeo. El
valor final de proteína, para cada una de las determinaciones, se estimé tomando en cuenta
esta concentración progresiva de la muestra.
Los parámetros cinéticos fueron calculados con la ayuda del programa informático
Enz-fitter, si tomábamos en consideración un único sistema de transporte, y con programas
de ajuste de regresión no lineal con el paquete estadístico Statgrafics y. 7.1
La unidad de transporte se definió, en ambos tipos de transporte, como nmol
glucosa transportada por mg de proteína por minuto.
2.8.6. Actividad fosfatasa de hexosas-fosfato. Se determiné mediante métodos
espectrofotométricos. En una mezcla de reacción que contenía los siguientes compuestos:
Tampón imidazol 50 mM, pH 7 con Cl2Mg 10 mM 850 ¡II
Glucosa-6-P (o fructosa-6-P) 10 mM x 10 100pl
Extracto enzimático 50 pl
La reacción se iniciaba con el pipeteo del extracto. La temperatura de reacción fue
de 28
0C. Transcurrido un intervalo de tiempo, 100 pl de muestra fueron pipeteadas dentro
de un eppendorf con 100 pl de ácido perclórico 10% (y/y). Los eppendorfs fueron
conservados en congelación.
La determinación de la glucosa o fructosa libres, producidas en la reacción se
efectuó mediante el equipo enzimático con HK de Boebringer Mannheim (ref. 139 106).
Cuando se pretendió averiguar la actividad fosfatasa con 2-desoxiglucosa-6-P, la
metodología seguida fue la siguiente:
Tampón imidazol 50 mM, pH 7 con CI
2Mg 300 mM 850 ¡al
2-desoxiglucosa 200 mM SO ¡il
ATP 250 mM 50 pl
HK PII de Boehringer Mannheimn (ref. 1426 354) 50 pl
Se mantuvo la reacción a 25
0C durante 20 mm. La reacción se paró inactivando la
hexoquinasa comercial por ebullición durante 5 mm. La mezcla fue centrifugada y el
sobrenadante utilizado como fuente de 2-desoxiglucosa-6-P.
Las reacciones de determinación constaban de los siguientes compuestos:
Tampón imidazol con 2-DOG-6-P 950 pl
Muestra enzimática 50 ¡¡1
La reacción se paró a tiempos determinados por la dilución 1:1 de alícuotas de la
mezcla de reacción en una solución de ácido perclórico al 10% (y/y). La cantidad de 2-
DOG liberada se determinó mediante la reacción de GOD-Perid. Las impurezas de 2-DOG
sin el resto de fosfato que provenían de la reacción de 11K se determinaron como control
en ensayos sin muestra.
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2.9. Obtención y selección de mutantes.
2.9.1. Mutantes espontáneos desreprimidos. Se utilizó el método general
desarrollado por Zimmermann y Schell (1977), con el uso del análogo de glucosa 2-
desoxiglucosa.
Se preparó un medio YPD con glucosa al 4 %, crecido hasta la fase exponencial
(D0620= 4). Las células se centrifugaron y lavaron dos veces con agua fría a 00C estéril.Se inocularon placas YPD-DOG (con rafinosa 1% <p/v) de Sigma, como fuente de carbono
asimilable), donde la concentración de 2-desoxiglucosa fue de 0.05% ó 0.2% (p/v) con 100
pl de la solución de células. Se incubaron las placas durante 1 semana a 280C. Se
seleccionaron y transfirieron a placas YPD con glucosa 1% (p/v) o una mezcla de glucosa
1% (p/v)-maltosa 1% (p/v) las colonias producidas, para el análisis cualitativo de actividad
«-glucosidasa.
Este análisis consistió en tomar por frotamiento la colonia resultante después de 24
h de incubación en medio YPD sobre una placa de vidrio. La colonia fue permeabilizada
por inmersión en una gota de 50 pl de tolueno. Una vez evaporado el tolueno se añadió
a la muestra 100 ¡¿1 de tampón fosfato de S0rensen 0.1 M, PH 6.5 y 50 jA de PNPG 20
mM. Se esperé hasta la aparición de color amarillo, comparándose el tiempo requerido con
una muestra de la cepa Candida milis IGC 3092, crecida de forma similar a los presuntos
mutantes seleccionados.
La pérdida de actividad enzimática debida al tratamiento permeabiizante se descartó
al comprobarse que aparecía color amarillo antes de pasar 3 min después de la adición del
sustrato en muestras de la cepa salvaje con la enzima inducida en un medio YPD con
maltosa 1% (p/v).
Aquellas cepas que desarrollaron color procedentes de cultivos en placa con glucosa
o/y glucosa-maltosa, fueron consideradas presuntos mutantes desreprimidos.
2.9.2. Aislamiento y selección de mutantes químicamente inducidos. Se utilizó
EMS, como agente alquilante para el tratamiento mutagénico (Spencer y Spencer, 1988;
Gancedo y col., 1991). Células crecidas en medio YPD con glucosa 4 % (p/v) en fase
estacionaria, fueron divididas en porciones de 10 mí, lavadas, concentradas y resuspendidas
en 1.5 ml de tampón fosfato potásico 100 mM, pH 7. A la mitad de las muestras se les
añadió 5 ¡II de una solución de EMS (50 pl/mí) y, a la otra mitad, igual volumen de EMS
diluido (5 pl/mí). Se incubó a 280C y se tomaron muestras entre 1 y 70 mm después de
la adición del mutágeno. Cada muestra de 100 pl, fue disuelta en 8 ml de tiosulfato de
sodio al 5% (p/v). Placas YPD con glucosa 1% (p/v) se inocularon con 100 pl de esta
solución.
Aquellas colonias supervivientes al tratamiento fueron transferidas por contacto de
placa a placas YPD con rafinosa 1% (p/v) más 2-desoxiglucosa 0.2% (p/v). Aquellas
colonias de mas de 1 mm aparecidas después de una semana de incubación, fueron
seleccionadas para la realización del ensayo cualitativo de actividad a-glucosidasa, como
se describe en el apanado 2.8.1. Se comprobó que después de 1 h de tratamiento con EMS,
la cantidad de supervivientes en medio YPD con glucosa 1% (p/v) era de alrededor de
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2.9.3. Aislamiento y selección de mutantes con actividad hexoquinasa defectiva
o disminuida. Con este fin se ensayaron distintos métodos:
Selección de mutantes espontáneos mediante nistatina.
Método A. Se creció hasta la fase exponencial (D0620=l.3) un cultivo de glucosa
0.5% (p/v). Las células fueron lavadas en esterilidad y transferidas a un matraz con 400
ml de fructosa 0.5% (p/v) y nistatina (130 U/mí), para eliminar las células capaces de
crecer sobre el azúcar. La nistatina habla sido previamente disuelta en una solución madre
con 1 ml de etanol y 1 ml de metanol. El volumen de solución madre de nistatina añadido
a los medios, no superó el 0.4% del volumen de éstos. Se tomaron muestras de 100 mí,
a las 3.5, 5 y 7 h de la transferencia al medio con fructosa-nistatina, que fueron lavadas
con agua y concentradas en un volumen de 10 ml. Muestras de 100 pl se inocularon en
placas YPD con glucosa 0.5% (p/v). Las colonias finalmente obtenidas fueron examinadas
en su actividad hexoquinasa y cx-glucosidasa.
Método B. Cultivos crecidos en glucosa 0.5% hasta las 48 h de fase estacionaria,
se lavaron y transfirieron a 400 ml de un medio de fructosa 0.5%. Después de 3 h de la
transferencia y comprobado que se había reiniciado el crecimiento (D0620=l), se añadió
nistatina (130 U/mí). Después de 3 h de la adición de la nistatina, se tomaron muestras de
100 ml que fueron tratadas como se comenta en el método A.
Método C. El procedimiento fue similar al descrito en el método B, con la salvedad
de que el medio original de crecimiento en glucosa fue preparado con 0.4 gIl de sulfato
amónico como fuente de nitrógeno, para aumentar la tasa de autodigestión y mutación
espontánea. El método B y C terminaron con la inoculación de las muestras en placas agar-
K (apanado 2.2.2.3.).
2.10. Identificación sistemática de levaduras. Se realizó de acuerdo a los criterios
de clasificación fisiológica de Barnett y col. (1990), especialmente realizada en función de
las características nutricionales de las levaduras.
De acuero a los autores, las llamadas pruebas de crecimiento aeróbico o de
asimilación, se realizaron con 5 ml de medio Bacto Yeasr Nitrogen Base YN?B de Difco,
con distintas fuentes de crecimiento, en incubaciones a 28
0C en tubos de 16 mm de
diámetro interno, inclinados. Los resultados de turbidez en la escala de Wickerhani,
leyendo las lineas oscuras en un cartón blanco situado detrás del tubo, se determinaron a
los 3, 7, 14 y 21 días de la inoculación. Si el resultado en escala Wickerham es +2 ó +3
al séptimo día, el resultado se consideró positivo (+). Resultado retrasado (1)), se consideró
si esta turbidez se alcanzó entre los días 14 y 21. La ausencia de crecimiento se clasificó
como negativo (-). Las concentraciones de las fuentes de carbono fueron del 1% (p/v),
excepto en el caso de la rafinosa que fue del 2% y en ensayos con alcoholes (concentración
del 0.5%). Las determinaciones de pruebas de fuentes de nitrógeno se realizaron en medios
Yeasr Carbon Base, YCB de Difco. El crecimiento visible, en 4 días, se consideró +. El
crecimiento escaso en este tiempo se anoté como débil (W). Los crecimiento para la
valoración de los requerimientos de vitaminas se realizaron como las pruebas de fuentes
de carbono, leyéndose los resultados a los 3 y 7 días de la inoculación. Crecimientos +2
y +3 si fueron alcanzados en los primeros 7 días se consideraron +; si se llegaba después,
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la valoración es D. El crecimiento a diferentes temperaturas se hizo con agar Yeasr
Morphology Agar, YMA con glucosa durante 3 días.
Las pruebas correspondientes a crecimientos sobre arabitol, 2-ceto-D-gluconato, 5-
ceto-D-gluconato, D-glucuronato, D-galacturonato, metanol, 1,2-propanodiol y 2,3-
propanodiol (como fuentes de carbono) y glucosamina e imidazol como fuentes de
nitrógeno, no fueron realizadas pues la información que arrojan respecto a la clasificación
de la levaduras no se considera determinante o es redundante, según la experiencia del
CYC.
Las denominadas pruebas de fermentación se realizaron en tubos de 15 cm de
largo y 12 de diámetro, con campanas Durham introducidas invertidas. Los tubos se
rellenaron con 10-15 ml de caldo YNB con azul de bromotimol y con 2% (p/v) del azúcar
y 4% (p/v) en el caso de la rafinosa. Los tubos se incubaron a 280C, durante, 3 semanas
y se determiné la presencia de gas retenido en las campanas Durham de forma diaria
durante la primera semana. Se consideró +. la presencia de gas en la burbuja.
Las pruebas de fermentación de inulina, almidón y D-xiosa no fueron realizadas,
por el mismo motivo que el expuesto en las pruebas de crecimiento.
Tampoco fue necesario la realización de la prueba de azul de diazonio, para la
distinción de basidiomicetos, al ser indicativa de esta clasificación otras pruebas realizadas
alternativamente, como la de la hidrólisis de la urea. Para la realización de esta última
prueba, se utilizó placas de YMA con rojo fenol como indicador de pH y urea. La
hidrólisis de este compuesto se reveló por cambios del color del inducador a rojo.
Los crecimientos en presencia de cicloheximida se realizaron en YNB con glucosa,
como en los medios de asimilación.
Para la determinación de los requerimientos de vitaminas, se utilizó el medio
Vitamin-free base, VFB, carece de L-asparagina y de los factores de crecimiento ácido p-
aminobenzoico, biotina, ácido fólico, myo-inositol, ácido nicotínico, pantotenato de calcio,
piridoxina-HCI, riboflavina y tianiina-HCl.
La presencia o ausencia de pseudohifas se comprobó en microcultivos en placas de
Dálmau con agar Corn-meal.
Durante la realización de las pruebas, las levaduras fueron mantenidas en agar
malta.
Los resultados obtenidos en las tablas de clasificación fueron introducidos como
respuestas con valor + o - en el programa de identificación de levaduras. Aquellas pruebas
que resultaron dudosas se introdujeron con valor ?.
2.11. Extracción y análisis de metabolitos internos.
2.11.1 Extracción. Se utilizó el protocolo de de Koning y van Dam (1992). Se
crecieron células en medio YPD, hasta la fase exponencial (DO~
0=l.S). Se filtraron y
lavaron en tampón KH2PO4 100 mM, pH 4.5 a una concentración de 5% de peso húmedo.
Las células se mantuvieron en hielo durante 2 h. Para la realización del experimento, se
incubé 55 ml de la suspensión de células en una cubeta termostatizada a 28
0C, con
agitación magnética como método de energización de la levadura y aireación. A tiempo 0,
se pulsó 5 ml de glucosa, para dar una concentración final del azúcar de 20 mM. Se
tomaron 5 ml de células como muestra a intervalos de tiempo, siendo el primero a los Ss.
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Las muestras fueron pipeteadas y mezcladas rápidamente, para evitar la congelación de las
células, en tubos conteniendo metanol al 60%, enfriado a -400C, en un baño de de
circulación de metanol, con el fin de parar el metabolismo. Una vez que la muestra
mezclada en etanol, las muestras se centrifugaron a 2000 rpm a temperaturas no superiores
a -100C. El precipitado de células fue resuspendido en 2.5 ml de metano] 100% a -400C,
al que se añadio 1 ml de cloroformo, mezclándose fuertemente hasta la homogeneización.
La extracción se consiguió con el siguiénte procedimiento descrito: Se añadió 4 ml
de cloroformo frío a -400C y 2 ml de tampón Pipes 3mM, pH 7.2, que contenía EDTA 3
mM a 00C. Durante el pipetoe del tampón, las muestras fueron agitadas vigorosamente en
vórtex, para prevenir la congelación del tampón. La mezcla fue agitada durante 45 min en
un criostato (-350C), tras lo cual, se centrifugó a 2000 rpm durante 20 mm (-200C). El
líquido situado encima de la película de restos celulares, que contenía el tampón y los
metabolitos extraídos, se recogieron mediante una bomba de vacio en un tubo preenfriado
a -400C. Se añadieron 2 ml de metanol 100% al resto del tubo centrifugado con los restos
celulares y el cloroformo, agitando en el vótex para evitar la congelación. Se adicionó 2
ml de tampón Pipes con EDTA, mientras se agitó la mezcla fuertemente de forma manual
durante 30s. Se repitió el último paso de centrifugación y de nuevo la capa superior se
extrajo y se adicionó a la mezcla tampón metabolitos recolectada previamente.
Los metabolitos extraídos fueron concentrados por liofilización a baja temperatura
a un volumen final de alrededor de 1 mí, requiriéndose unas 4 h en el proceso. Se estimó
el volumen exacto por peso. Las muestras se guardaron a -200C hasta su utilización.
La concentraciones de metabolitos fueron valoradas en el analizador automático
Cobas.
2.11.2. Valoración de metabolitos intracelulares, Se utilizaron determinaciones
enzimáticas asociadas a la producción o consumo de NAD(P)H que pudo ser cuantificada
por incrementos en absorbancia a 340 nm. Las reacciones enzimáticas necesarias para la
determinación de los metabolitos fueron realizadas esencialmente según lo descrito por
Bergmeyer (1985a y b). Las cinéticas de las reacciones se realizaron en el analizador
automático Cobas.
La concentración intracelular de metabolitos se estimó de acuerdo a la siguiente
expresión:
1000 250 V 1 (2.10)
CI-( 6.3 Vm 5’n1 mg proteína
Siendo CI, la concentración interna en pmol/mg proteína. La fracción 1000/6.3 toma
en consideración el coeficiente de exticción molar de NAD(P)H. y
0 es el volumen de
muestra introducida en las mezclas de reacción en ml y 250 la dilución de la muestra en
la mezcla de reacción. V es el volumen final de la muestra (en mí) que contiene los
metabolitos, una vez que ha sido tratada por liofilización; así VIS ml es la razón de
concentración de la muestra con el volumen original de ésta.
Determinación de glucosa 6-fosfato, fructosa 6-fosfato y ATP.
Reactivos (solución madre), 125 jA de volumen en la mezcla de reacción para la
determinación de la línea base:
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Tampón TEA 200 mM, pH 7.6 2m1
NADP 40 mg/ml 80pl
MgSO4 0.5 M SOjA
Agua destilada 1.38 ml
Para determinar glucosa 6-fosfato (en un rango 0.02-4 mM):
G6P DH (5 mg/ml de TEA PH 7.6 x100) lOjil
Para determinar fructosa 6-fosfato (en un rango 0.01-1 mM):
PGI (5 mg/ml de TEA pH 7.6 xSO) lOjA
Para determinar ATP (en un rango 0.02-5 mM):
11K (5 mg/ml de TEA pH 7.6 x50 con glucosa 10 mM) 10 jA
Determinación de piruvato, PEP, 2PGA, 3PGA.
Reactivos (solución madre), 125 ¡sí de volumen en la mezcla de reacción para la
determinación de la línea base:
Tampón TEA 200 mM, pH 7.6 2m1
NADP 15 mM SOjA
MgSO4 0.5 M 80jA
Agua destilada 1.38 ml
Para determinar piruvato (en un rango 0.1-lo mM):
LDH (5 mg/ml de TEA pH 7.6 xlOO) lOjA
Para determinar PEP (en un rango 0.005-0.5 mM):
PK (5 mg/ml de TEA pH 7.6 x50 con ADP 20 mM) 10 ¡sí
Para determinar 2PGA (en un rango 0.005-0.2 mM):
Enolasa (10 mg/ml de TEA pH 7.6 x25) lOjA
Para determinar 3PGA (en un rango 0.05-2 mM):
PGM (5 mg/ml de TEA PH 7.6 con 1 mM 2,3-PGA) 10 pl
Determinación de G3P, glicerol.
Reactivos (solución madre), 125 jA de volumen en la mezcla de reacción para la
determinación de la línea base:
Tampón glicina 0.4 M, pH 9.8 con hidrazina 2 M 2 ml
NAD 40 mg/ml 120 jA
MgSO,, 0.5 M 12 pl
ATPO.l M SOjA
Agua destilada 1.308 ml
Para determinar G3P (0-3 mM):
G3P DH (10 mg/ml de glicina pH 9.8 xlO) lOjA
Para determinar glicerol (0-30 mM):
GK (5 mg/ml de glicina pH 9.8 xlO) 10 pl
Determinación de piruvato, ADP, AMP.
Reactivos (solución madre), 125 jA de volumen en la mezcla de reacción para la
determinación de la línea base:
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Tampón TEA 200 mM pH 7.6 2m1
NADE! 15 mM SOjA
MgSO4 0.5 M 80jA
Agua destilada 1.88 ml
KCllM 800jA
Para determinar piruvato (en un rango 0.1-10 mM):
LDH (5 mg/ml de TEA pH 7.6 xlOO) 10 pl
Para determinar ADP (en un rango 0.5-4 mM):
PK (5 mg/ml de TEA PH 7.6 con 10 mM PEP) 10 jA
Para determinar AMP (en un rango 0.024 mM):
Mioquinasa (10 mg/ml en TEA pH 7.6 con 5 mM ATE’) 10 pl
Determinación de DHAP, CAP, FBP.
Reactivos (solución madre), 125 jA de volumen en la mezcla de reacción para la
determinación de la línea base:
Tampón TEA 200 mM pH 7.6 2m1
NADH 15 mM SOjA
Agua destilada 1.38 ml
Para determinar DHAP (en un rango 0.05-2 mM):
G3P DH (5 mg/ml de TEA pH 7.6 xlOO) 10 ¡¡1
Para determinar GAP (en un rango 0.002-0.01 mM):
TPI (5 mgíml de TEA pH 7.6 x100) 10 jA
Para determinar FBP (en un rango 0.02-10 mM):
Aldolasa (5 mg/ml de TEA pH 7.6 x25) 10 pl
Determinación NADH.
Reactivos (solución madre), 125 jA de volumen en la mezcla de reacción para la
determinación de la línea base:
Tampón TEA 200 mM pH 7.6 2m1
DHAP 100 mM 40pl
Agua destilada 1.96 ml
Para determinar de NADH (en un rango 0-1 mM) se añadió:
G3P DH (10 mg/ml en TEA PH 7.6 x200) 10 jA
Determinación de NAD.
Reactivos (solución madre), 125 jA de volumen en la mezcla de reacción para la
determinación de la línea base:
Tampón Sigma para la valoración de etanol 2m1
Etanol 96% 40 pl
Agua destilada 1.96 ml
Para determinar NAD (en un rango 1-2 mM):
ADH (1 mg/ml en tampón Sigma) lOjA
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2.12. Técnicas cromatográficas.
Se realizaron cromatogramas a partir de extractos crudos suspendidos en tampón
Tris-HCl 20 mM, pH 7.2 con EDTA 1 mM, frmercaptoetanol 2 mM y PMSF 1 mM y
dializados durante 24 h en el mismo tampón. La temperatura de trabajo fue de 40C.Las columnas utilizadas contenían la resina preempaquetada en un volumen de 5
ml. Los gradientes utilizados fueron lineales de 20 ó 40 mí:
Econo Pac HTP (de Bio-Rad, n0 referencia 732 0081). Contenía hidroxiapatito
como resma. Las características de estas columnas para la separación de distintos tipos de
proteínas y, en especial de hexoquinasas, se pueden encontrar en Gorbunoff (1990) y
Gancedo y col. (1977) y ha sido utilizada con éxito por nosotros (Espinel, 1991). La
columna se equiibró con 3 volúmenes de tampón fosfato de sodio 5 mM a PH 7.2. El
volumen de la muestra fue de 500 pl, conteniendo 1-4 mg de proteínas. La proteína no
retenida se eluyó mediante el paso de 2 volúmnes del tamón de lavado. Las proteínas
retenidas se eluyeron al acoplar un gradiente de tampón fosfato de sodio 5-300 mM. La
columna se lavaba, tras el proceso cromatográfico con el mismo tampón a una
concentración de 400 mM a temperatura ambiente. Los flujos de tampones en la columna
fueron los recomendados por el fabricante.
Econo Pac Blue (de Bio-Rad, n0 referencia 732 0035). Con Cibacron Blue 3G-A.
Las resinas se equilibraron con el paso de 2 volúmenes de columna de tampón Tris-HCl
50 6 10 mM, con EDTA 1 mM, ~-mercaptoetanol2 mM y CI
2Mg 5 mM ajustado a pH 7.2
u 8. Las columas fueron cargadas con 500 jA de una solución (1-4 mg proteína) y lavadas
con 2 volúmenes de tampón antes de que la proteínas retenidas fueran eluidas mediante
distintos gradientes:
1) Gradiente creciente lineal de NaCí (0-1 M) y decreciente de Cl2Mg deS a O mM.
2) Gradiente creciente lineal de NaCí (0-1.4 M) y decreciente de Cl2Mg de 5 a O
mM.
3) Creciente de glucosa entre O y 0.5 M.
4) Creciente de fructosa entre O y 0.5 M.
5) Creciente de Al? entre O y 20 mM con un incremento paralelo de Cl2Mg entre
5 y 30 mM.
Los flujos fijados durante los distintos pasos cromatográficos se ajustaron a las
recomendaciones de] fabricante.
Econo Pac DEAE Blue (de Bio-Rad, n0 referencia 732 0031). Con DEAE yCibacron B]ue 3G-A como agentes discriminantes. Los procedimientos experimentales
fueron semejantes a la resma descrita anteriormente, a los que se añadió un sexto
procedimiento:
Equilibrado de la columna con tampón a pH 7.2, con una concentración de Tris de
10 mM, seguida de un lavado con 1 volumen de columna con el mismo tampón al que se
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añadió glucosa 0.5 M. Finalmente se corrió un gradiente creciente de NaCí 0-1.4 M y
decreciente de CI2Mg 5-0 mM.
En todos los casos, se recogieron fracciones de 2.5 mí, excepto las correspondientes
a los pasos de los gradientes, donde se recolectaron 1 ml/fracción.
La actividad hexoquinasa fue localizada, en aquellas fracciones que la contenían,
mediande un método de visu con el método desérito en el apartado 2.7.1. utilizando glucosa
como sustrato. En la mezcla de reacción se añadió, además, PMS 0.3 mM y MIT 0.7 mM,
que procuraban el desarrollo de color azul en aquellas fracciones con la actividad buscada
(Entian y Frólich, 1984b; Espinel, 1991). Aquellas fracciones que presentaban color azul
antes de transcurrir 10 m fueron guardadas en congelación y la actividad hexoquinasa
determinada por producción de NADPH, a partir de la fosforilación de glucosa o fructosa,
como se explica en el apanado 2.7.1.
2.13. Técnicas electroforéticas.
Se realizaron electroforesis con proteína no desnaturalizada, para la visualización
de bandas de hexoquinasas, con un procedimiento experimental basado fundamentalmente
en Maitra y Lobo, (1977); Entian y Frdlich, (1984b); Mc Cann y col., (1987) y Espinel,
(1991).
Se prepararon geles de electroforesis preparados con acrilamida 12% (p/v), cargados
con 10 jA de muestra en cada pocillo que fueron corridos en un equipo de electroforesis
Mini Protean II, de Bio-Rad con una fuente de alimentación EPS 500/400 de Pharmacia
durante 90 mm, a un voltaje constante de 95 V y 40C. Terminada la electroforesis, al gelse le sobrepone otro gel, denominado de revelado, preparado de la siguiente manera:
Se inyectó en un soporte de geles, atemperado a 600C, 10 ml de una solución de
agarosa al 1% (p/v) en tampón imidazol 0.1 M, pH 8 a 950C. Una vez enfriado el gel, se
embebió en una solución de 20 ml de tampón imidazol 0.1 M, PH 8 con Cl
2Mg 30 mM,
glucosa 50 mM. Finalmente se añadió en oscuridad 500 jA de una solución madre de M’IT
y PMS, dando una molaridad final 0.7 mM de MiT y 0.3 mM de PMS. La mezcla se
mantuvo a 4
0C en oscuridad. Se eliminé el exceso de tampón en el momento de que el gel
de revelado fue utilizado.
Entre el gel de electroforesis y el de revelado se deslizó 100 ¡ji de NADP 40 mM,
100 ¡jI de ATP 80 mM y 5 U de G6P DH. Se atemperó los geles a 250C y en oscuridad
para prevenir la reducción espontánea de los reactivos. Se esperé hasta la aparición de
color azul sobre las bandas de las enzimas fosforilantes de hexosas (generalmente 10 mm).
Los reactivos no reducidos y enzimas utilizadas para el desarrollo del color fueron
eliminados por lavados repetidos del gel revelador en agua destilada.
Todos los ensayos enzimáticos o para la determinación de cualquier parámetro, se
realizaron en, al menos, 2 oportunidades independientes. Las curvas de crecimiento
mostradas en la memoria de la Tesis, son reproducciones de crecimientos típicos en
Material y métodos 23
discontinuo conseguidos después de efectuar, al menos 3 veces los experimentos. En el
caso de los ensayos de consumo de mezcla de fuentes de carbono, las repeticiones del
experimento fueron entre 4 y 8.
Los análisis estadísticos realizados, se efectuaron mediante regresión linear o no
linear (por ajuste de los parámetros mediante el procedimiento de Marquart). Los paquetes
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3.1. Caracterización de las enzimas fosforilantes de bexosas en Candida utilis
Completamos el abordaje experimental realizado durante la realización del Trabajo
de Tesina de Licenciatura (Espinel, 1991), que abarcó la caracterización bioquímica de
dichas enzimas en nuestra levadura en crecimientos sobre glucosa. De dicho trabajo,
concluimos que Candida uzilis posee dos hexoquinasas capaces de fosforilar fructosa,
glucosa y manosa y una glucoquinasa con afinidad para estos últimos sustratos.
3.1.1. Caracterización de los parámetros cinéticos de la fosforilación de hexosas
en condiciones fisiológicas.
Los trabajos previos se realizaron en condiciones experimentales fijadas para el
entorno ambiental de funcionamiento óptimo de las enzimas. Estas fueron fijadas a pH 8
y 300C de temperatura (Espinel, 1991). En este caso, afrontamos el estudio en las
condiciones que nosotros hemos llamado fisiológicas, donde el pH en la determinación de
la actividad fue de 7 y la temperatura de 280C, elegida al ser ésta a la que se realiza el
crecimiento de la biomasa.
Los sustratos ensayados, fueron aquellos frente a los cuales estas enzimas tienen
afinidad en ambientes naturales: fructosa, glucosa, manosa y ATP, como cosustrato
necesario para la actividad de las enzimas (Maitra, 1970; Barnard, 1975).
Como fuente de proteínas se utilizaron extractos crudos de células y células
permeabilizadas. La interpretación de los resultados obtenidos respecto al comportamiento
cinético no diferieron con ninguno de los dos métodos utilizados. Tan solo el parámetro
de Vmax fue más reducido al utilizar células permeabilizadas, debido al mayor contenido
en proteínas de las muestras.
Con el fin de determinar la constante cinética 1Cm, se procedió a la utilización de
distintos métodos de ajuste. Método de ajuste no linear en la representación directa y frente
a 5 y método de ajuste por regresión linear y no linear en la representación de Eadie-
Hofstee.
Tal como puede predecirse de los resultados con las fracciones enzimáticas aisladas
(Espinel, 1991), los resultados podían ajustarse a un modelo con un único sistema
fosforilante o varios con Km parecidas, puesto que las Km deducidas para la HK 1 y para
la GK, como enzimas encargadas del 96% de la capacidad de fosforilación total de
Candida ¿allis, fueron semejantes cuando se utilizó como sustrato la glucosa. En este caso
la actividad tota] (y




Si las diferentes enzimas comparten valores semejantes para la afinidad por un
sustrato, entonces la expresión queda reducida a:
s
VT=EVnlaX K,n~-S (3.2)
De forma que la actividad total V¶¡~ resulta la suma de cada una de las velocidades
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que participan en la fosforilación de las hexosas a cada concentración de sustrato.
Los resultados se muestran en las Fig. 1. Las constantes cinéticas deducidas con los
distintos métodos de ajuste se muestran en la Tabla 1.
Tabla 1. Parámetros cinéticos de la actividad hexoquinasa total de la cepa 3092,
determinados mediante distintos procedimientos de ajuste’.
sustrato ajuste no lineal ajuste lineal
Michaelis-Menten Eadie-Hofstee
Km Vmax r2 Km Vmax i~
glucosa 0.12± 354± 0.99 0.12 353± 0.99
0.00 4.03 ±0.00 5.3
fructosa 1.74± 395± 0.98 1.47± 389± 0.97
0.31 17.6 0.21 15.6
manosa 0.02± 507± 0.99 0.01± 498± 0.98
0.00 10.4 0.00 2.8
ATP 0.55± - 0.99 0.55± - 0.99
0.05 0.05
1









indica no determinado; N.A.: no
Cuando se utilizó fructosa, aunque las cinética se ajustaron peor al supuesto de un
sistema fosforilante, no se consiguió modelizar los resultados a dos sistemas de
fosforilación. De nuevo el resultado era esperado, pues la enzima mayoritaria capaz de
fosforilar fructosa es la HK 1. Esta enzima contiene más del 90% de la actividad
fosforilante de fructosa. Independientemente de los valores cinéticos de la 11K 2, la mayor
parte de fructosa es utilizada por la enzima mayoritaria y la cinética de saturación obtenida
necesariamente será muy parecida a la de la 11K 1. Por esto, los estudios de regulación
mostrados en los siguientes apartados, están hechas tomando en consideración solo la
participación de la HK 1 en la fosforilación de fructosa, a menos que se indique otra cosa.
En el caso de los resultados obtenidos para la manosa, se observa que, igualmente
a lo descrito con los azúcares ya citados, la cinética se puede ajustar a un único sistema
de fosforilación. De acuerdo a los resultados obtenidos anteriormente por nosotros, esto no
sería lo esperado, puesto que la afinidad por la manosa resultó muy diferente al determinar
la Km en la HK 1 y la GK. La hexoquinasa fue casi un orden de magnitud menos afín por
la manosa que la OK. En cualquier caso, la afinidad para la fosforilación de manosa de
Candida utilis resultó muy semejante a la que mostró la OK en su estudio especifico. Estos
resultados sugieren que la hexoquinasa mayoritara podría resultar más aUn por la manosa
en condiciones de funcionamiento fisiológico que en las condiciones previamente
determinadas para la obtención de la máxima actividad en saturación por el sustrato.
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Fig. 1. Cinética de fosforilación total de los distintos sustratos utilizados por las hexoquinasas
de Candida urilis. A Fosforilación de glucosa. B Fosforilación de fructosa. C Fosforilación de
manosa. D Fosforilación de glucosa con distintas concentraciones de ATE’. Símbolos: En la fig.
A, B y C (O) velocidad de fosforilación del sustrato. Fig. íD (O) Fosforilación con ATE’ 1 mM.
(u) Fosforilación de glucosa con Al? 0.5 mM. (0) Fosfori]ación de glucosa con Al? 0.2 mM.
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utilizados fueron levemente distintos a los que se dedujeron para cada una de las enzimas
individuales en condiciones de funcionamiento óptimo. De nuevo las constantes deducidas,
se asemejan más a las que han sido previamente publicadas en levaduras distintas a
Saccharomyces cerevisiae que para las de Saccharomyces (Espinel, 1991).
Cuando se analizó la actividad de fosforilación de Candida utilis en función del
ATE’ en medios saturados de magnesio y con glucosa como azúcar fosforilable, se
obtuvieron cinéticas cuasi-lineales solo con la mayor concentración de Al? utilizado.
Cuando la concentración del cofactor disminuía, se apreciaron cinéticas ajustables a
sistemas bifásicos (Fig. iD). Esto sugiere que la afinidad por ATE’ es distinta al menos en
cada una de las enzimas mayoritarias que contiene la levadura. Esto estaba de acuerdo a
las conclusiones que alcanzamos previamente (Espinel, 1991), donde al determinar que la
GK poseía menor afinidad por Al?, formulamos la hipótesis de que esta enzima sería la
responsable de ajustar la velocidad de fosforilación de glucosa cuando las concentraciones
del nucleótido fueran relativamente bajas en nuestra levadura.
Respecto a las Vmax deducidas de los análisis utilizados, se concluye que Candida
utilis tiene una capacidad de fosforilación de azúcares superior a la capacidad de consumo
de estos mismos azúcares. Asumiendo que el contenido de proteína en Candida utilis es
del 50% (Lichfield, 1979; Verduyn, 1991) y tomando el valor de activiadad conseguido en
células permeabilizadas, podemos calcular una capacidad máxima de fosforilación de al
rededor de 10.5 mmol/(g peso seco~h), el doble de la capacidad de consumo de hexosas
en estas condiciones. Esto no siempre ocurre en otras levaduras. En Saccharomyces
cerevisiae se ha comunicado que la actividad hexoquinasa, medida en las condiciones
óptimas, es muy semejante a la capacidad de consumo y transporte de hexosas (Gancedo
y Serrano, 1989). Estos resultados sugieren que las hexoquinasas en Candida utilis tengan
un muy escaso control en la velocidad de glucolisis.
3.1.2. Estudio de la respuesta de la actividad hexoquinasa a distintos efectores
con significación fisiológica.
De la bibliografía se han recogido efectores de la actividad hexoquinasa que
funcionan como inhibidores o inactivadores que pueden ser tomados en consideración en
ambientes naturales.
3.1.2.1. Inhibición pordIosa. Se ha descrito que las distintas enzimas fosforilantes
de hexosas de Saccharomyces cerevisiae pueden ser inhibidas por xiosa in vitro (De la
Fuente y col., 1970; Fernández y col., 1985). Este fenómeno puede ser también reproducido
en otras levaduras a altas concentraciones de xilosa, como en Rhodotorula glutinis (Mazón
y col., 1975), donde se determina una Kl de 300-400 mM. En el caso de la hexoquinasa
PI y glucoquinasa de Saccharomyces (Kl 25 y 0.85 mM, respectivamente), la xilosa se ha
mostrado como un inhibidor competitivo de la fosforilación de glucosa, mientras que lo es
no competitivo en el caso de la hexoquinasa Pu (Kl 80 mM).
En extractos crudos de Candida utilis en condiciones fisiológicas, se procedió a
determinar la capacidad inhibitoria (Tabla II), no hallándose valores de inhibición
significativos en los rangos de concentración de diosa ensayados, mientras que somos
capaces de reproducir el efecto inhibitorio predicho en la enzima purificada de
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Saccharomyces, por lo que descartamos que la xilosa sea capaz de provocar inhibición de
la actividad fosforilante a concentraciones fisiológicas.
Tabla II. Efecto inhibitorio por xilosa de la actividad hexoquinasa total en Candida utilis’.
concentración del efector
xilosa 25 mM xilosa 100 mM
fosforilación de glucosa fosforilación de glucosa
lmM i00mM lmM lOOmM
Candida ¿allis
11K PII
100±0.1 94.3±1.2 100±0.2 94.2±0.5
94.3±1.7 53.7±0.9 61.1±2.3 62.5±3.1
1 Valores expresados en porcentaje de actividad remanente comparado con los controles en ausencia de xilosa
3.1.2.2. Inactivación por xilosa. Esta pentosa es capaz de desencadenar otros
fenómenos distintos a la inhibición en hexoquinasas de levadura. Se ha comunicado la
capacidad de inactivar todas las enzimas fosforilantes de hexosas en Saccharomyces
cerevisiae (Fernández y col, 1985). Este efecto no parece ser especifico de levaduras,
puesto que previamente se comunicó que la xiosa es capaz de inactivar también
hexoquinasas de animales (Lazo y Sols, 1979). En Saccharomyces parece que los
mecanismos de inactivación pueden ser distintos en cada una de las enzimas, ya que
mientras en la 11K PI, la inactivación es dependiente de ATE’, no lo es tanto en la HK Pu,
y, en el caso de la glucoquinasa, parece que la inactivación puede ser evitada por la
presencia de Al?. El fenómeno de inactivación ha sido descrito a nivel molecular en la
HK PU de Saccharomyces por Fernández y col. (1986) indicándose que la xilosa induce
un proceso de autofosforilación de la enzima.
Estudiamos la capacidad inactivadora de la xilosa en extractos crudos de Candida
¿allis ensayando las máximas concentraciones utilizadas en los estudios con enzimas de
Saccharomyces (Fig. 2). Los resultados muestran que la xiosa es incapaz de inactivar las
enzimas fosforilantes de hexosas (utilizando fructosa o glucosa como sustratos). Estos
resultados fuerondiscrepantes comparándolos con los obtenidos con fracciones enriquecidas
de HK 1 y OK en ensayos a pH 8 y 300C de temperatura (Espinel, 1991), donde
observamos que estas enzimas podían ser inactivadas siguiendo los patrones descritos para
la 11K Ph y GK de Saccharomyces cerevisaie, respectivamente. La razón de esta
discrepancia puede hallarse en las distintas condiciones experimentales utilizadas o, muy
posiblemente, en que, durante el proceso de enriquecimiento, estas enzimas puedan ser
afectadas en su estabilidad, como pudo deducirse con la fracción enriquecida de la
glucoquinasa de Candida ¿allis, que padecía una inhibición in vitro por glucosa en
determinadas condiciones experimentales no reproducida en condiciones fisiológicas, ni en
ensayos in vivo. De cualquier manera, se ha descrito que la presencia de xilosa en medios
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de cultivos mixtos con glucosa, no induce ninguna alteración en las características de
crecimiento de Candida ¿allis. El crecimiento es diáuxico, y el último tramo de crecimiento
se efectúa sobre xiiosa (Hsiao y col, 1982), lo que revela la prevalencia de la represión
catabólica y el funcionamiento correcto de la actividad hexoquinasa durante la primera fase
de crecimiento sobre glucosa. Si la xilosa afectara a las hexoquinasas, de ser transportada
dentro de la célula, se esperarían defectos durante el crecimiento sobre glucosa y
alteraciones en el control de represión catabólica, como se ha descrito en Saccharomyces
(Fernández y col., 1984). En dicha levadura la presencia de xilosa en el medio de
crecimiento elimina la actividad hexoquinasa y provoca la desrepresión de la levadura en
presencia de glucosa.
o
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Fig. 2. Efecto de la xilosa como inactivación de la actividad hexoquinasa (Fosforilación de glucosa total).
Símbolos: <o) Extractos crudos de Candida ¡allis tratadas con xilosa 100 mM. (.) Extractos de Candida ¡allis con
xilosa 100 mM y ATP-Mg’ 4 mM. (O) Actividad control de Candida ¡allis. (u) Control con HK PII de
Saccharoniyces cerevisiae.
Por otro lado, descartamos que la ausencia de inactivación por xilosa en las
hexoquinasas de nuestra levadura sea debida al consumo de xilosa por parte del extracto
enzimático, puesto que los ensayos de actividad xilosa reductosa, como enzima inicial del
metabolismo de xilosa en Candida utilis, son casi nulos, de forma que solo serían capaces
de hacer desaparecer una mínima parte de la xilosa presente en la mezcla de reacción, aún
en el caso de que existiera NADPH necesario para que esta reacción tuviera lugar.
3.1.2.3. Inhibición por trehalosa-6-fosfato. Recientemente se ha comunicado la
capacidad inhibitoria de hexoquinasas de levadura por parte de la trehalosa-6-P. Este
intermediario metabólico en la síntesis de trehalosa es capaz de inhibir la capacidad
fosforilante de fructosa y glucosa de la HK PH y HK PI, mostrándose más sensible la
hexoquinasa mayoritaria. Sin embargo la OK de Saccharomyces es insensible a trehalosa-
6- E’ incluso aconcentraciones de 5 mM. Este efector aparece como inhibidorcasi universal
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de la actividad hexoquinasa en levaduras, puesto que, se han descrito al menos 4 especies
de levadura afectadas por este metabolito y también inhibe la hexoquinasa de cerebro de
ratón (Blázquez y col., 1993). Sólo la actividad hexoquinasa de Schizosaccharomyces
pombe parece insensible al efecto inhibidor de la trehalosa-6-P (Blázquez y col., 1993). La
relación de la trehalosa-6-P y las hexoquinasas parece tener una función in vivo ya que se
puede explicar por qué el flujo glucolítico no se desregula tras la adición de glucosa, por
el hundimiento de los niveles de ATE’ (González y col., 1992). Incluso en
Schizosaccharomyces pombe, donde este intermediario parece no regular la actividad
hexoquinasa, el gen TPSl, implicado en la sintesis de trehalosa-6-P, parece que está
relacionado con el proceso de germinación de esporas en esta levadura (Blázquez y col.,
1994). El mecanismo por el cual el metabolismo de la trehalosa regula en Saccharomyces
cerevisiae el flujo inicial del metabolismo está actualmente en discusión (Thevelein y
Hohmann, 1995).
Cuando nosotros ensayamos el efecto in vitro de la trehalosa-6-P en extractos
crudos encontramos que el metabolito es capaz de inhibir la actividad hexoquinasa de
nuestra levadura, siempre que los ensayos sean realizados en condiciones fisiológicas
(Tabla III). Sin embargo, cuando las condiciones de trabajo se ajustaron a las óptimas para
la actividad hexoquinasa, no encontramos inhibición apreciable en las concentraciones del
inhibidor ensayadas.
Tabla III. Efecto inhibitorio por trehalosa-6-P 1 mM de la actividad hexoquinasa total en
Candida ¿allis’.
Candida utilis HK Ph
Saccharomyces cerevisiae
fosforilación de glucosafosforilación de glucosa fosforilación de fructosa
lmM 25mM lOmM 25mM lmM 2SmM
Ensayo a 300C y pH 8
0 6.3±0.1 0 5.4±0.2 0 0
Ensayo a 280C y pH ‘7
67.5±1.2 54.6±0.3 95.3±0.9 84.3±1.1 63.5±1.5 85.4±2.1
1 Resultados expresados en % de inhibición.
Estos resultados sugieren que el efecto regulador de la actividad hexoquinasa por
trehalosa-6-P son específicos para entornos fisiológicos de ensayo. La inhibición de la
actividad hexoquinasa debe consistir en una inhibición competitiva, puesto que al aumentar
las concentraciones de los sustratos enzimáticos, el nivel de inhibición desciende. La
ausencia de inhibición en las condiciones de determinación de actividad óptima para
Candida ¿allis fue también determinada con enzima comercial de Saccharomyces
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cerevisiae.
Tabla IV. Efecto de la presencia de glucosa-6-fosfato en la capacidad de fosforilación de
glucosa 100 mM en Candida utilis’.
concentración de giucosa-6-fosfato en la reacción
control 0.1 mM 1 mM 10 mM 25 mM
100 101±0.2 99.2±0.7 99.5±0.7 98±3.2
Valores expresados en porcentaje de actividad residual. La velocidad de las reacciones se midieron mediante la
determinación del ADP producido tras la fosforilación del aricar.
Al otorgar a la trehalosa-6-fosfato el papel regulador en el flujo glucolítico que
ejerce la glucosa-6-fosfato en hexoquinasas de animales, y encontrar que también las
hexoquinasas de Candida utilis son sensibles a trehalosa-6-fosfato, fue preciso demostrar
que en nuestra levadura la acumulación el producto fosforilado de la reacción hexoquinasa
no afecta la velocidad de la enzima (Tabla IV). De esta manera, se garantizó que el
hipotético efecto en la regulación de la glucolisis, solo se encontría en al acumular
trehalosa-6-P.
3.1.2.4. Inhibición por ATP libre de magnesio. Se ha indicado que las
hexoquinasas de Saccharomyces cerevisiae son incapaces de utilizar como co-sustrato de
la fosforilación de hexosas el Al? a altas concentraciones (Kopetzki y Entian, 1985). Esto
es debido a que el exceso de Al? implica la aparición de ATE’ libre de magnesio en el
caso de que las concentraciones de magnesio no se dosifiquen en paralelo a las del
nucleótido en la mezcla de ensayo. De esta manera, el único sustrato del que las
hexoquinasas son capaces de obtener el fosfato necesario para la reacción es el complejo
ATP-Mg’~. La presencia de ATP libre de magnesio se traduce cinéticamente en un
descenso de la Vmax y aumento de la Km para el nucleótido en las dos isoenzimas HK
PI y HK PII de Saccharomyces (Moreno y col., 1986). Estos autores sugieren que este
mecanismo de inhibición tiene relevancia fisiológica, puesto que registraron mayores
niveles de magnesio en estados de represión que en desrepresión, mientras que los niveles
de Al? eran constantes, regulando el nivel de actividad hexoquinasa iii vivo.
En extractos crudos obtenidos de la cepa salvaje de Candida utilis realizamos un
abordaje experimental semejante al propuesto por Moreno y col. (1986) para las enzimas
de Saccharomyces. La relación de ATP libre de magnesio, de Mg2~ libre y de nucleótido
acomplejado con el ión fueron deducidas de acuerdo a la Ka del complejo con valor 1 10~
M, utilizado por los autores citados en su trabajo. Los resultados esperados en las
hexoquinasas de Saccharomyces fueron confirmados mediante la utilización de la enzima
comercial (Fig. 3).
En la HK PU de Saccharomyces, enzima mayoritaria en los estados de represión,
la actividad fosforilante se reduce, según los datos de la bibliografía, a un 30% con
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Sg. 3. Efecto de la presencia de ATP libre de magnesio en la actividad hexoquinasa total de
Candida utilis. A Actividad residual en función de la concentración de Al? libre de magnesio.
B Actividad en función de la concentración de ATP-Mg2. C Actividad dependiente de la
concentración de Mg2t Shnbolos. (o) Fosforilación de glucosa. (e) Fosforilación de fructosa.
Línea punteada: actividad residual de la enzima comercial HK Plí de Sacdwromyces
cerevisiae.
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importante que es independiente de la concentración de Al? en el ensayo, por lo que se
puede especular con el significado fisiológico de la inhibición por ADE’, en condiciones
donde la concentración del nucleótido sean en tomo a mM (Tabla VI).
Tabla VI. Efecto inhibitorio de la actividad hexoquinasa total de Candida utiuis por ADP
y AMP’.
concentración de ATP en el ensayo: 2 mM
inhibidor: ADE’ 2 mM inhibidor: AMP 2 mM
fosforilación de fosforilación de fosforilación de fosfori]ación de
glucosa 25 mM fructosa 100 mM glucosa 25 mM fructosa 100 mM
38.3±0.7 37.5±0.5 12.1±1.1 12.3±0.9
concentración de ATP en el ensayo: 0.2 mM
inhibidor: ADP 2 mM inhibidor: AMP 2 mM
fosforilación de fosforilación de fosforilación de fosforilación de
glucosa 25 mM fructosa 100 mM glucosa 25 mM fructosa 100 mM
41.3±0.7 42.0±0.6 13.6±1.1 13.0±0.8
Resultados en porcentaje de inhibición de la actividad en relación al control.
Resultados y discusión 33
3.2. Respuesta de la actividad hexoquinasa según el medio de crecimiento y fase de
cultivo y determinación del nivel de represión.
3.2.1. Análisis en cultivos en discontinuo. La actividad hexoquinasa en levaduras
puede variar de acuerdo a la fuente de carbono utilizada en el medio y la fase de
crecimiento del cultivo. Así, la capacidad total de fosforilación de glucosa es la
predominante en condiciones gluconeogénicas en Saccharomyces cerevisiae, debido a la
abundancia de la glucoquinasa en estas condiciones. Mientras que en condiciones de
represión o crecimiento sobre sustratos glucolíticos, la capacidad fosforilante mayoritaria
corresponde a la HK PII (Gancedo y col., 1977; Fernández y col., 1984, Fernández y col.,
1985). El nivel total de actividad hexoquinasa no tiene por qué ser estable durante todas
las fases de crecimiento en esta levadura, pues se han descrito casos que presentan fuertes
incrementos de actividad de fosforilacióri de fructosa tras el crecimiento en glucosa y antes
de iniciarse el consumo de etanol producido en la primera fase de crecimiento (Richard y
col., 1994). Por otro lado, el nivel de actividad de fosforilación total en Saccharomyces
permanece sin grandes variaciones a lo largo del ciclo celular de la levadura en cultivos
en discontinuo (de Koning y col., 1991).
Sin embargo, cuando se estudian otras levaduras, se observan variaciones respecto
a la regulación de la actividad hexoquinasa en función de la fase de crecimiento y fuente
de carbono. Ya se ha descrito que dentro del género Candida, por su heterogeneidad,
coexisten especies con actividad constitutiva independiente de la fuente de carbono
(Candida lipolytica) y especies donde la hexoquinasa es inducible por glucosa y la
glucoquinasa inducible por fuentes de carbono gluconeogénicas (Candida tropicalis) (Hirai
y col., 1977).
Otro abordaje utilizado ha sido el estudio del control de la transcripción de los
mensajeros de cada una de las enzimas implicadas en la fosforilación de hexosas. Se ha
comunicado que, aunque la actividad GK parece depender de la presencia de glucosa, sin
embargo, la expresión de la OK apararece como constitutiva (Albig y Entian, 1988). Y, al
contrario, en un análisis reciente del nivel de transcripción de células crecidas en
discontinuo con distintas fuentes de carbono, se ha comunicado que no existen niveles
detectables de ARNm correspondiente a la GK, cuando Saccharomyces cerevisiae crece
sobre sustratos fermentables y tiene una alta expresión con sustratos no fermentables,
mientras que la HK PII se expresa fuertemente en condiciones de represión y la HK PI,
descrita como una enzima constitutiva por la actividad de la proteína, está sujeta a
regulación en el nivel de la transcripción, pues se detecta gran cantidad de ARNm con
fuentes gluconeogénicas y galactosa (Herrero y col., 1994).
Nuestros resultados obtenidos con el análisis de la evolución de las enzimas
fosforilantes de hexosas en Candida utilis en las distintas fases del crecimiento sobre
glucosa, concluyeron que la actividad fosforilante total de glucosa permanecía casi estable,
aunque existían pequeñas variaciones en los niveles de actividad de la HKl y GK: La
hexoquinasa era inducida parcialmente en la fase exponencial de crecimiento, mientras que
la enzima predominante durante la fase estacionaria era la OK y la enzima minoritaria HK2
parecía constitutiva (Espinel, 1991).
Aquí afrontamos el estudio de la evolución de estas actividades en función de la
fuente de carbono en células permeabilizadas y su relación con el estado fisiológico de
represión. El nivel de represión se determinó tras el análisis de dos de las enzimas descritas
Resultados y discusión 34
como reprimibles por glucosa en Saccharomyces cerevisiae: la «-glucosidasa y la invertasa
externa (como revisión ver Gancedo, 1992, Trumbly, 1992 y Entian y Barnett, 1992).
Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla VII.
Tabla VIL Actividad hexoquinasa total y enzimas testigo de represión catabólica en
Candida ¿allis procedente de distintos medios de cultivo y fases de crecimiento.
medio fase exponencial’ fase estacionaria’
fosforilación de F/G fosforilación de F/G
glucosa 350±5.3 396±6.1 1.12 233±7.8 246±9.9 1.05
fructosa 378±3.7 405±7.8 1.07 230±10.1 237±13.2 1.03
maltosa 498±25.7 656±27.3 1.31 346±10.2 346±8.6 1.00
sacarosa 383±6.8 390±8.9 1.02 511±37.3 559±29.7 1.09
acetato 279±5.9 310±11.0 1.11 231±8.4 196±2.7 0.85
etanol 232±3.2 256±4.7 1.10 201±1.7 211±3.5 1.04
medio a-glucosidasa2 invertasa extema~
fase exponencial fase estacionaria fase exponencial fase estacionaria
glucosa 0.14±0.1 9.60±1.7 8.33±5.7 11.7±1.7
fructosa 0.23±0.2 7.53±2.3 10.2±3.9 13.5±2.0
maltosa 89.9±10.3 57.8±9.8 24.3±3.7 22.3±2.8
sacarosa 4.50±1.3 6.17±1.1 38.3±5.7 25.7±3.5
acetato 3.60±0.9 3.41±0.9 57.8±10.1 17.2±3.5
etanol 2.25±1.0 5.87±1.3 33.5±5.4 40.3±7.8
2 3Actividad en nmol/(mg protefnarnin). Actividad en nmol PNP/<mg proteinamin). Actividad en vmol glucosa
liberadal(mg protefnah).
Pudimos determinar que, a excepción de los valores obtenidos en crecimientos con
etanol, la capacidad de fosforilación total de glucosa no presenta grandes variaciones en
ninguno de los sustratos de crecimiento. A su vez, el análisis de la participación en la
fosforición total por cada una de las dos enzimas mayoritarias en Candida utilis revela que,
al igual que en el estudio de la regulación de estas enzimas durante el crecimiento en
glucosa, no se puede predecir cambios importantes en el nivel de las enzimas individuales.
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Con estos resultados, se puede asignar a Candida utilis un comportamiento más parecido
al descrito en Candida lipolytica que a otras levaduras, respecto a la actividad de las
actividades hexoquinasas.
Como se ha sido descrito en Saccharomyces cerevisiae (ver revisiones antes
citadas), la ct-glucosidasa tiene una regulación compleja. Es reprimible por glucosa, se
pueden encontrar niveles de actividad basales en ausencia del represor utilizando sacarosa,
etanol o acetato, con diferencias de uno o dos órdenes de magnitud respecto a los niveles
de represión, y se induce fuertemente cuando en el medio está presente la maltosa. En
cuanto a la invertasa, también el modelo de Saccharomyces se reproduce en nuestra
levadura. Es una actividad que es reprimible por glucosa, aunque parece no requerir la
presencia del sustrato como inductor de la enzima. El descenso de actividad encontrado en
muestras extraidas en la fase estacionaria pudiera explicarse por la presencia de proteasas
que actúen sobre la enzima o por la existencia de entornos de pH ácidos en el medio que
pudieran afectar la estabilidad de esta proteína, o por el descenso generalizado en la
síntesis de proteínas registrado en levaduras al entrar en esta fase (Fuge y col., 1994).
Aunque en Saccharomyces cerevisiae el control genético de la expresión de estas enzimas
está dilucidado, no poseemos ningún dato en Candida utiuis que nos permita conocer si los
circuitos íntimos de represión e inducción para la actividad maltasa y represión de la
invertasa son semejantes a los de Saccharomyces. Pero desde el punto de vista fisiológico,
la respuesta de estas actividades respecto a la represión e inducción son semejantes a las
de Saccharomyces cerevisiae.
Con el estudio del nivel de actividad de estas enzimas testigos de represión,
podemos relacionar la presencia de hexoquinasa con el grado de represión o desrepresión
en los que se encuentra las células. En Saccharomyces cerevisiae, el uso del parámetro F/G
que estima el grado de actividad de las hexoquinasas en relación a la actividad total de
fosforilación de hexosas podría servir para a establecer el grado de represión en el que se
encuentran las células. Cuando los cultivos han sido realizados sobre fuentes que
desencadenan represión, este valor excede de 1 y se puede deducir que la fosforilación
predominante es debida a la HK PH. Existe, por tanto una relación directa entre altos
valores de F/G -entre 1.2 y 1.6, según autores- y represión de aquellas enzimas
pertenecientes a aquellos circuitos controlados por la HK Píl (Fernández y col., 1984 y
1985; Entian y Frñhlich, 1984; Ma y col., 1989; Rose y col, 1991). En nuestro caso,
independientemente de la actividad total de fosforilación obtenidas con las distintas fuentes
de carbono donde han sidocrecidas la levadura, la relación F/G permanece invariablemente
en tomo a 1 en la fase exponencial de crecimiento y decrece en la fase estacionaria. Se
puede concluir que el cálculo de la relación F/G no resulta útil para determinar el nivel de
represión en nuestra levadura, al contrario que sucede en Saccaromyces cerevisiae.
3.2.2. Análisis en cultivos continuos. Se conocen conclusiones obtenidos mediante
el uso de la técnica de cultivo continuo en Saccharomyces cerevisiae sobre distintas fuentes
de carbono. Cuando la tasa de crecimiento se controla en el rango del consumo oxidativo
de glucosa, se puede observar como la actividad hexoquinasa total permanece constante a
lo largo de todas las D utilizadas (Sierkstra y col., 1992), no experimenta grandes
variaciones cuando la levadura crece sobre glucosa en limitación de nitrogeno (Sierkstra
y col., 1994) o sobre un sustrato glucolítico capaz de sustentar un alto flujo metabólico,
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como galactosa (Sierkstra y col., 1993). Tampoco parece que los niveles de fosforilación
totales en Saccharomyces varíen a lo largo de las 1) de ensayo en cultivos realizados en
anaerobiosis fermentando maltosa (Weusthuis y col., 1993).
Al igual que ya se ha expuesto para los análisis en discontinuo de la actividad
hexoquinasa total, la regulación génica de las enzimas encargadas de la fosforilación no
tiene porque reflejarse en el nivel enzimático de actividad. El grupo de Theo Verrips ha
estudiado extensamente el nivel de ARNm en distintos cultivos en continuo sobre varios
sustratos. Determinaron que el nivel de mensajero de la HK PI! aumenta, de forma global,
cuando lo hace la tasa glucolitica en medios con glucosa, mientras que, como ya se ha
expuesto en medidas en cultivos en discontinuo, la cantidad de mensajero de HK PI es
inversamente proporcional a la tasa de adición de glucosa en el quimiostato (Sierkstra y
col., 1992, 1993 y 1994).
Sin embargo el estudio de la evolución de esta actividad en otras levaduras es
limitado y para Candida ¿allis, solo se ha comunicado los resultados obtenidos respecto a
la capacidad de fosforilación total de glucosa (Postma y col., 1988), por lo que las
conclusiones son insuficientes.
Nosotros hemos realizado distintos crecimientos en continuo y hemos determinado
la capacidad total de fosforilación de glucosa y fructosa, con el fin de averiguar el grado
de intervención de la hexoquinasa mayoritaria respecto al total de fosforilación en
condiciones fisiológica controladas. (Fig. 4A, 4B).
Respecto al crecimiento en limitación de glucosa, la línea general de eyolución de
la capacidad total de fosforilación de glucosa, coincide con lo anteriormente publicado por
otros autores (Postma y col., 1988). Encontramos que, tras analizar la evolución de la
actividad fosforilante de fructosa, ésta también corre en paralelo con la de glucosa,
sugiriendo que la proporción de la fosforilación de hexosas total correspondiente a la
hexoquinasa mayoritaria permanece sin grandes variaciones a lo largo de todas las tasas
de crecimiento. Además la actividad total ensayada en células extraidas a tasas de dilución
donde la concentración de glucosa libre en el fermentador está incluso por debajo del límite
de detección, es muy superior a la encontrada cuando las tasas de dilución se acercan a las
de lavado y la concentración de glucosa libre está en el rango de mM.
Esta situación es distinta a la que ya hemos comentado cuando se analizaron las
actividades totales en discontinuo. La razón de estos cambios se encontró en las
condiciones especificas en las que se realizaron ambos tipos de cultivos. Mientras que en
discontinuo, además de carecer de sistemas suficientes para el control de determinados
parámetros ambientales, como pH o concentración de sustancias producidas durante el
metabolismo, la fase de crecimiento exponencial se realiza, en gran medida, cuando la
concentración de la fuente de carbono satura la capacidad del microorganismo para
consumirla. Se alcanza la fase estacionaria del crecimiento cuando el sustrato limitante se
agota. En cultivos continuos, la capacidad de crecimiento se limita por la disponibilidad
de la fuente limitante y, aunque los niveles del sustrato limitante sean casi despreciables
en la cubeta de fermentación, se realiza una adición continua de sustrato. Además, se
procede a un control efectivo de otros parámetros ambientales que pueden afectar en los
resultados finales conseguidos en crecimiento en discontinuo.
De cualquier manera, estimando la capacidad total de fosforilación en nuestras
levaduras a altas tasas de dilución, tras asumir que el contenido en proteína de nuestra
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flg. 4. Cultivo continuo de Candida utiuis con glucosa. Relación de la actividad hexoquinasa
con la represión catabólica. A Actividad hexoquinasa total en relación con la biomasa y la
glucosa residual en el fermentador. B Actividades de enzimas testigos de represión. C Relación
entre la capacidad de fosforilación de glucosa y Usa de consumo. Símbolos: Para las fig. A y
B: (u) biomasa (g/l). Línea punteada: concentración de glucosa residual (mM). (o)
Fosforilación de glucosa. (e) Fosforilación de fructosa. (•) Actividad
u
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inferirse que en estas situaciones, los valores de fosforilación de hexosas se asemejan a la
tasa de consumo de glucosa, por lo que la actividad hexoquinasa puede llegar a ser
limitante de la capacidad de crecimiento (Fig. 4C).
En crecimientos realizados en otra fuente de crecimiento glucolíticaque permite una
fácil asimilación, pero que no desencadena represión en nuestra levadura (determinada por
el nivel de actividad de la invertasa y ct-glucosidasa), como la sacarosa, en la tasas de
crecimiento donde la concentración de glucosa residual en el fermentador no son
suficientemente altas como para considerarlas represoras, el resultado conseguido por
nosotros se asemeja cualitativamente al expuesto para crecimientos sobre glucosa (Fig. 5).
Por ello, pensamos que el nivel de actividad hexoquinasa total encontrado en cada una de
la D ensayadas depende fuertemente de la capacidad metabólica de la levadura,
independientemente de la naturaleza del sustrato que sustenta el crecimiento. Esta
influencia de la tasa metabólica en el grado de expresión y actividades de distintas
enzimas, ha sido ya propuesto por el grupo de Verrips en Saccharomyces (Sierkstra y col.,
1992; Sierkstra y col., 1993). Sin embargo, la actividad hexoquinasa, considerada como
suma de la acción de 3 enzimas, en Candida no responde con grandes variaciones a los
cambios de flujo metabólico, ni a concentraciones de sustrato en el medio de cultivo,
durante las tasas de crecimiento más bajas. La razón de este resultado pudiera deberse a
que, en estas condiciones, la levadura posea un exceso de actividad fosforilante para
sostener la tasa de flujo metabólico determinada en estado estacionario. Existe un umbral,
cuando la concentración de sustrato empieza a ser suficientemente alta, a partir del cual la
actividad hexoquinasa tiene una evolución inversa a la velocidad del flujo metabólico.
Cuando analizamos el estado de represión-desrepresión, según el nivel de actividad
de las enzimas testigo de represión, encontramos que, como era predecible, a bajas tasas
de dilución, tanto la invertasa como la ct-glucosidasa tienen valores de actividad basales.
Destacamos que los valores de actividad son, aproximadamente, un orden de magnitud
mayores que los que registramos en cultivos en discontinuo. La razón de estos cambios no
está suficientemente estudiada, aunque el control de las condiciones ambientales en las que
se realiza el crecimiento de la levadura parece ser determinante. Hemos encontrado en la
bibliografía otros casos análogos cuando se estudió la actividad de otras enzimas
reprimibles por glucosa en otras levaduras (Boze y col., 1989). Como suceso inexplicable
para nosotros, al estudiar la evolución de la actividad invertasa, encontramos picos de
actividad en cada cambio de D. Miembros de nuestro grupo comunicaron, al estudiar el
crecimiento de Candida utiuis en limitación de zinc, que la actividad de esta enzima no
variaba gradualmente con la D (Leyva, 1993) en determinaciones realizadas igualmente en
estados estacionarios de cultivos continuos. Cabe la posibilidad de que esta enzima esté
sujeta a una regulación sutil, independiente de la represión por glucosa o de la tasa
metabólica.
Al aumentar la D, encontramos cantidades determinables de glucosa y cambios en
la actividad de ambas enzimas, que pasan a ser lo correspondientes a estados de represión.
Confirmamos dos de las observaciones publicadas anteriormente: que el umbral de
represión se encuentra en tomo a 0.1 gIl glucosa (Peinado y col., 1987a) y que a tasas de
D superiores a 0.3 h’, se reprime la posibilidad de utilización de maltosa, por insuficiencia
de a-glucosidasa, según nuestras conclusiones presentadas en esta Tesis, e inactivación y
represión del transportador de maltosa en Candida utiuis (Peinado y col., 1987b). Ademas,
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Fig. 5. Cultivo continuo de Candida utilis con sacarosa. A Actividad hexoquinasa total en
función de la biomasa y la concentración residual de azúcares en el fermentador. B Actividades
de las enzimas testigos de represión catabólica. Súnbolos: Como en la Fig. 4. Además en la fig.
5A se representa como triángulos vacíos en la línea punteada representa la concentración
residual de sacarosa; y en la lúxea con triángulos llenos, la concentración residual de la glucosa
libre producida por la acción hidrolitica de la invertasa.
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la utilización de otros sustratos glucolíticos fermentables no implica la aparición de
represión catabólica, ya que en experimentos con sacarosa a tasas de dilución donde la
concentración de glucosa libre es inferior a la concentración umbral de represión, el nivel
de enzimas testigo de represión se corresponde al basal.
Concluimos que, al contrario de lo que predice el modelo desarrollado en
Saccharomyces, donde se une el estado de represión con altas actividades de fosforilación
de hexosas, en nuestra levadura, aunque la evolución de las hexoquinasas parece que sigue
el modelo de Saccharomyces a bajas tasas de dilución; es decir, sin variaciones importantes
de actividad para distintas tasas de crecimiento, sin embargo la actividad hexoquinasa que
se encuentra en estados de represión resulta ser inferior a los estados de desrepresión.
U ___
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3.3. Determinación de la relación de la actividad hexoquinasa en el control de la
represión catabólica.
En condiciones fisiológicas en Sacc/zaromyces cerevisiae siempre se puede describir
que durante los estados de represión en la levadura se manifiestan altos niveles de actividad
hexoquinasa HK Ph (Gancedo y col., 1977, Fernández y col., 1984; Fernández y col.,
1985). Ya hemos expuesto que en nuestra levadura esta relación fisiológica no se espera,
según los resultados expuestos en estudios en discontinuo y continuo. Con el fin de
averiguar si bajos niveles de actividad hexoquinasa pudieran provocar desrepresión en
crecimientos sobre sustratos represores, intentamos la obtención de mutantes carentes o con
actividad hexoquinasa disminuida y estudiamos el efecto de inactivadores de actividad
hexoquinasa in vivo sobre la represión catabólica.
3.3.1. Búsqueda de mutantes afectados en la actividad hexoquinasa. Ya hemos
descrito en Material y Métodos los distintos abordajes utilizados para la obtención de
mutantes con actividad hexoquinasa con el proposito de aislar cepas con actividad
fosforilante de fructosa insuficiente para el crecimiento sobre fructosa, tras el crecimiento
sobre glucosa, con lo que garantizaríamos que, al menos, los presuntos mutantes poseyeran
actividad glucoquinasa suficiente para el crecimiento en glucosa.
Con esta metodología descartaríamos la selección de mutantes seriamente afectados
en la capacidad de transportar hexosas (puesto que existía un crecimiento previo sobre
glucosa) y, mediante la utilización de placas de crecimiento con medio sintético, mutantes
auxótrofos o incapaces de crecer sobre medios con una formulación compleja.
De acuerdo al planteamiento experimental, se requería que la glucoquinasa tuviera
una acción fisiológica efectiva en crecimientos sobre fuentes fermentables. Recientemente
se ha comunicado que, aparentemente, la glucoquinasa carecería de una función real en la
fosforilación cuando Saccharomyces cerevisiae crece sobre sustratos fermentables (Herrero
y col., 1994), coincidiendo en las opiniones actuales que establecen una
compartimentalización en las funciones de fosforilación de hexosas según las fuentes de
carbono que sustentan el crecimiento (Clifton y col., 1993). Para evitar que una
especialización funcional estuviera ocurriendo también en nuestra levadura, utilizamos
crecimientos previos sobre etanol.
El tratamiento con nistatina, aunque no resulta estrictamente específico para la
selección y enriquecimiento de células incapaces de crecer en unas condiciones
determinadas, tiene un fuerte efecto microbicida en aquellas que sí son capa¿s de crecer
(Opekarová y Tanner, 1994). Por lo que esperábamos que solo aquellas células con
capacidad hexoquinasa muy restringida resultaran resistentes al tratamiento. Este abordaje
ha sido efectivo para el aislamiento de mutantes auxotn5ficos en otras levaduras (p. ej.
Gleeson y col., 1990). Desechamos la utilización de otro tipo de métodos con mutágenos,
pues estos pudieran conducir a la obtención de mutantes que no estuvieran alterados en la
capacidad concreta de fosforilación, ya que el riesgo de provocar mutaciones que
implicaran efectos fisiológicos no deseados, era elevado.
En la Tabla VIII describimos el número de colonias resistentes al tratamiento de
nistatina y el nivel de actividad hexoquinasa y a-glucosidasa encontrado en crecimientos
sobre glucosa. Ninguno de ellos mostró variaciones en los valores de actividad enzimáticas
cuando se les comparó con la cepa salvaje. Tras el análisis de los resultados, desistimos
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en el esfuerzo de buscar mutantes por esta vía.
Tabla VIII.. Búsqueda de mutantes con actividad hexoquinasa disminuida.
procedimiento de n0 de actividad hexoquinasa actividad cc-glucosidasa







La descripción de los métodos de selección y aislamiento se especifican en el apartado 2.8.3 de Materia] y
Métodos.
Ninguna de las aproximaciones resultó efectiva. Ni el enriquecimiento de mutantes
que pudieran aparecer en la fase exponencial de crecimiento, ni en la estacionaria, ni en
crecimientos en medios limitados por nitrógeno, a pesar de que la concentración de
nistatina se incrementó notablemente respecto a lo recomendado en la bibliografía (Spencer
y Spencer, 1988). Estos dos últimos planteamientos buscaban el aislamiento de mutantes
en condiciones donde las posibilides de mutación fueran, teóricamente, superiores a las que
existieran en la fase exponencial del crecimiento. La utilización de cultivos en fase
estacionaria o desenergizadas, ha sido recogida en la bibliografía (p. ej. Montenecourt y
col., 1973; Michels y Romanowski, 1980; Milbradt y Hófer, 1990).
Los resultados sugerían dos explicaciones: La tasa natural de mutación puede ser
muy baja. También es posible que se necesitara graves mutaciones en los genes que
codifican para las hexoquinasas para que el producto de la traducción fuera inactivo o con
la actividad muy disminuida. También, cobran relevancia los resultados descritos en cepas
de Saccharomyces cerevisiae que expresan solo una de las enzimas fosforilantes de
hexosas. Todas son capaces de crecer en glucosa aquellas que poseen solo una de las
hexoquinasas, son también capaces de crecer sobre fructosa, aunque pudieran tener
parámetros de crecimiento distintos de las cepas salvajes (Maitra y Lobo, 1977). Nuestros
resultados realizados en la caracterización bioquímica de las isoenzimas fosforilantes de
hexosas en Candida ¿allis indicaban también que, al menos, la única actividad de la HK
1 o de la OK son suficientes para sustentar el crecimiento sobre glucosa y que la
hexoquinasa mayoritaria también contiene actividad fosforilante de fructosa, como para
permitir el crecimiento sobre este azúcar (Espinel, 1991).
3.3.2. Inactivación in vivo de la actividad hexoquinasa. Debido a los resultados
negativos que hemos expuesto en el capitulo anterior, emprendimos el estudio del efecto
fisiológico en levaduras creciendo en distintas fuentes de carbono con la mayor parte de
la actividad fosforilante de hexosas permanentemente inactivada.
Aunque en la bibliografía, se han descrito una serie de metabolitos capaces de
afectar de forma permanente a las hexoquinasas de levaduras y hongos, como la
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inactivación in vivo observada en cultivos de Saccharomyces en presencia de xilosa












Fig. 6. Cultivo discontinuo de Candida milis con una mezcla de glucosa y citrato. Símbolos: (u) Biomasa (DO020).
(o) Concentración de glucosa (gil). (D) Concentración de citrato (g/l),
como ya hemos desarrollado en anteriores capítulos, no es esperable un efecto similar en
Candida ¿allis. Otras sustancias con significación fisiológica también tienen un potencial
efecto inhibidor de hexoquinasas en levaduras y hongos. Así el ácido benzoico (Sols,
1981), utilizado como conservante en alimentos, se ha descrito como potencial inhibidor
de hexoquinasas. Pero se descartó su utilización por la ausencia de un efecto permanente
y la carencia de elementos que nos permitieran racionalizar la utilización de este
compuesto. El mecanismo de entrada del benzoico parece ser mediante la difusión dentro
de la célula de su forma no disociada (Cartwright y col., 1989) y la razón de reparto de
forma protonada y disociada depende del pH del medio y este parámetro está sujeto a
continuos cambios durante el crecimiento celular. Por otro lado, el benzoico no resulta un
agente especifico de hexoquinasas, pues se han descrito distintos efectos en el metabolismo
de levaduras que parecen depender de especie. El ácido benzéico resulta ser un
desacoplador y parece que en Saccharomyces cerevisiae aumenta la capacidad respiratoria,
aunque disminuye la efectividad del proceso y aumenta la tasa de mantenimiento de la
levadura (Verduyn y col., 1992). En otras levaduras, como Zygosaccharomyces bailii, el
efecto sobre la respiración es el contrario (Lcyva, 1996; Sousa-Dias y col., 1996), al
disminuir la capacidad de respirar el sustrato y aumentar la actividad fermentativa.
Otro compuesto que afecta la actividad hexoquinasa en hongos superproductores de
citrato es el intermediario del ciclo de Krebs, el ácido cítrico (Steinbóck y col., 1994).
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Nuestra levadura es capaz de crecer sobre este compuesto como única fuente carbonada
(Barnett y col., 1990), pero también muestra represión catabólica en cultivos mixtos con
citrato y glucosa, lo que sugiere que las hexoquinasas no están afectadas Pi vivo, puesto
que las células son capaces de crecer sobre glucosa (Fig. 6).
A partir de datos bibliográficos, ensayamos el efecto inactivador de distintos
compuestos con efecto en hexoquinasas animales y de levadura. Se utilizaron:
- Aloxano (2,4,5,6-tetraoxipiridina) (Lenzen y col., 1990).
- Ninhidrina (hidrato de 1,2,3-indationa) (Lenzen y col., 1990).
- Cibacron Blue 30-A (Puri y Roskoski, 1994).
Se realizaron crecimientos con distintas concentraciones de estas sustancias (basta
2 mM) y se determiné las constantes cinéticas de crecimiento. Mientras que las células
crecidas en presencia de aloxano no presentaron diferencias ni en la capacidad de
crecimiento sobre glucosa ni en la actividad hexoquinasa, las células crecidas en presencia
de ninhidrina presentaron tasas de crecimiento muy bajas comparadas con el control,
además de formas celulares aberrantes. Los autores que ensayaron este compuesto ya
determinaron que la ninhidrina provoca efectos citopáticos no muy bien definidos (Lenzen
y col., 1990).
Sólo la utilización del Cibacron Blue 30-A rindió los resultados esperados y, en
torno a él, se han realizado los experimentos descritos a continuación.
El Cibacron Blue 30-A es una molécula desarrollada como colorante industrial por
Ciba-Geigy e ICI (con el nombre comercial de Reactivo 2 o Procion Blue H-B, índice de
color 61211). Esta molecula tiene aplicación con fines bioquímicos en la purificación de
distintas enzimas (Manual de instrucciones 732-0031, Bio-Rad), como ligandos de pseudo-
afinidad, unido a distintas matrices, generalmente de sefarosa. El mecanismo inactivador
de hexoquinasas comerciales de Saccharomyces cerevisiae ha sido descrito por Puri y
Roskoski (1994). Aparentemente, el Cibacron Blue 30-A puede mimetizar el anillo de
purina del ATP y es capaz de ligarse a la proteína por uniones hidrofóbicas rindiendo una
inactivación permanente. Concentraciones de colorante de 92 1.¡M son suficientes para
alcanzar la máxima tasa de inactivación in vitro. En este tipo de ensayos, altas
concentraciones de glucosa o de ATP son capaces de proteger a la proteína de la
inactivación.
3.3.2.1. Efecto inactivador del Cibacron Blue 30-A ¡u pUro. Distintos fabricantes
han comercializado columnas de cromatografía con el colorante. Con columnas de Bio-Rad,
descritas en Material y Métodos, efectuamos una serie de ensayos con el fin de determinar
el efecto inactivador del Cibacron Blue 30-A en extractos crudos, obtenidos de células
crecidas en ausencia del colorante.
Según Puri y Roskoski (1994), el colorante inactiva las proteínas de manera
permanente. Solo la presencia de glucosa y/o ATP previene la inactivación.
En aquellas columnas que contaban con Cibacron Blue 30-A como único agente
separador de proteínas sólo conseguimos elución de fracciones que contuvieran actividad
con el tratamiento de gradientes simultáneos de NaCí y Cl2Mg (Fig. 7A). Al contrario que
los resultados de Purí y Roskoski (1994), donde la presencia de glucosa en concentraciones
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Fig. 7. Elución de la actividad hexoquinasamediante el uso de columnas de cromatografía que
conten~n Cibacron Blue 3G-A. A Columna con el colorante como único agente separador. B
Cromatograma realizado con una columna Econo-Pac DEAE-Blue. Símbolos: (O)
Fosforilación de glucosa. (u) Fosforilación de fructosa. Las líneas punteadas representan la
evolución de los gradientes y lavados de columna aplicados. (se recuperó el 70% de la
actividad original en la cromatografía de la fig. A y el 95% en el caso de la fig. B
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glucosa no era capaz de eliminar la inactivación incluso con 2 órdenes de concentración
superior. Tampoco el ATP, incluso en presencia de concentracionessaturantes de magnesio,
revertía la inactivación.
Aunque las figuras incluidas solo muestran los resultados respecto a la inactivación
con muestras procedentes de cultivos con glucosa, obtuvimos conclusiones similares cuando
ensayamos la actividad en las fracciones eluidas de muestras procedentes de otras fuentes
de carbono, como acetato y sacarosa, lo que demostraba que los resultados no se debían
a características intrínsecas de las hexoquinasas en crecimientos sobre glucosa. La
utilización de extractos procedentes de cultivos en estacionario tampoco permitió la elución
de actividad en las fracciones recogidas.
Cuando las columnas ensayadas eran capaces de eluir las proteínas mediante dos
criterios de separación (DEAE y Cibacron Blue 30-A) se consiguió la elución en
condiciones muy estrictas. El lavado de la columna con los compuestos que evitan la
inactivación en hexoquinasas de Saccharomyces cerevisiae no evitaba la inactivación de
nuestras enzimas. Sin embargo un lavado con NaCí permitió la elución de parte de la
actividad enzimática aplicada a la columna. Conseguimos evitar la inactivación casi en su
totalidad mediante un lavado previo con glucosa antes del gradiente de NaCí y Cl2Mg (Fig.
7B). Con este procedimiento, más del 90% de la actividad aplicada a la columna era
recogida en las distintas fracciones. Mediante la determinación del parámetro F/G, se
observó que aunque la metodología era apropiada para eliminar la inactivación de nuestras
enzimas, no conseguía la separación de ninguna de las isoenzimas. Sin embargo, con otras
columnas, que poseían hidroxiapatito, si se observaba una separación de las distintas
actividades enzimáticas contenidas en Candida utilis (Espinel, 1991).
Al igual que sucedía con la utilización de las columnas Econo Pac Blue, los
resultados resultaron repetitivos con todas las muestras aplicadas, cualquiera que fuera la
fuente de carbono donde se realizaron los crecimientos celulares.
Como conclusión, confirmamos el efecto inactivante del Cibacron Blue 30-A sobre
la actividad hexoquinasa de levadura. Aunque los resultados sugieren que el mecanismo
de inactivación pueda ser distinto que el que se ha descrito en la hexoquinasa PII de
Saccharomyces, pues lavados con altas concentraciones de glucosa o Al? no son capaces
de revertir la inactivación.
3.3.2.2. Inactivación ¡u vivo por Cibacron Blue 3G-A. Con el fin de garantizar
el efecto inactivador in vivo de Cibacron Blue 30-A, se efectuaron las adiciones en medio
estéril por filtración del compuesto, según las recomendaciones del Servicio Técnico de
Sigma Química Espafla.
En cultivos con distinta concentración de colorante y una cantidad inicial de glucosa
constante, se comprobó por microscopia óptica que el colorante es capaz de entrar en la
célula. Las células tratadas adquirían una coloración azul-verdosa, mientras que los
controles eran transparentes a la luz. Repetidos lavados con agua no eliminaban este color.
Efectuamos crecimientos de nuestra levadura sobre medios con distintas fuentes
carbonadas, como glucosa (represor), maltosa (inductor de a-glucosidasa) y etanol (no
represor) y distintas concentraciones de Cibacron Blue 3 0-A. Se determinó la actividad
hexoquinasa total y nivel de actividad a-glucosidasa en muestras permeabilizadas extraídas
en la fase exponencial del crecimiento (determinada por peso seco, debido a los problemas
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que se manifestaron mediante la determinación por densidad óptica), obteniendo estos
resultados (Tabla IX).
Los resultados mostraron claramente que la presencia del colorante disminuía la
cantidad de hexoquinasa activa, incluso a las concentraciones más pequeñas utilizadas, al
menos en crecimientos con glucosa. Tomando en cuenta la concentración para la que se
manifiesta la inactivación in vitro máxima de la hexoquinasa de Saccharomyces, se puede
presumir que el inactivador fuera transportado fácilmente al interior de la célula y que se
requiere concentraciones en el rango de pM, al igual que en Saccharomyces, para inactivar
la mayor parte de la actividad hexoquinasa in vivo. Aunque la capacidad fosforilante de
glucosa resulta fuertemente afectada por el Cibacron Blue 30-A, aparentemente, según los
datos obtenidos de células crecidas en maltosa y etanol, y al contrario que sugieren los
estudios de inactivación iii vitro, la capacidad para fosforilar fructosa resultaría más
resistente a la inactivación, o la presencia de fructosa aliviaría la inactivación.
En ninguna de las actividades fosforilantes con afinidad para glucosa o fructosa se
consiguió una inactivación completa de la capacidad de fosforilación, aun aconcentraciones
de 2 mM. La tasa máxima de inactivación es de alrededor del 90%.
Cada se determinó la actividad a-glucosidasa obtenida en cada uno de los medios
de cultivo, se observó que, en células crecidas en maltosa, la actividad disminuía con la
presencia del Cibacron Blue 30-A. Sin embargo, cada uno de los valores conseguidos
fueron cerca de dos órdenes de magnitud superiores en relación con la actividad de los
cultivos en glucosa. Deducimos, por tanto, que la presencia del colorante no afecta
drásticamente ni los procesos de inducción ni la actividad de la enzima.
En medios con glucosa, la actividad a-glucosidasa aumentaba levemente cuando se
incrementaba la concentración del inactivador. Al comparar los valores de actividad de esta
enzima a las mayores concentraciones de colorante con los obtenidos de cultivos con
etanol, encontramos que ambos eran semejantes. Asumiendo que en células crecidas con
etanol, la actividad maltasa resultante corresponde con los niveles basales, se podría
deducir que las células con gran parte de la actividad hexoquinasa inactivada crecían en
estado de desrepresión incluso en presencia de glucosa.
Asumiendo que esta hipótesis fuera cierta yconociendo la regulación de la actividad
de la a-glucosidasa, en cultivos que contaran como fuente de carbono glucosa y maltosa,
además del inactivador, la actividad maltasa resultante debería ser la correspondiente a
inducción al estar el inductor como parte de las fuentes de carbono.
Cuando realizamos el experimento que confirmara nuestra hipótesis, medimos unas
actividades a-glucosidasa en el medio con glucosa y maltosa y distintas concentraciones
de Cibacron Blue 3G-A que sólo eran levemente superiores a los valores encontrados en
medios con glucosa e inactivador sin alcanzar los niveles de inducción esperados si las
células hubieran crecido en estado de desrepresión (Fig. 8).
Concluimos que, en cultivos en discontinuo, con células creciendo con la actividad
hexoquinasa disminuida, la capacidad de desencadenar los procesos de represión catabólica
permanecen intactos. En Saccharomyces cerevisiae, las conclusiones obtenidas de la
literatura indican que la inactivación por xilosa de la actividad hexoquinasa significa la
incapacidad de la existencia de represión incluso en crecimiento sobre sustratos
fermentables (Fernández y col., 1984). En cepas de Saccharomyces cerevisiae con diferente







Fig. 8. Nivel de actividad «-glucosidasa en relación con la concentración de Cibacron Blue 3G-
A en células crecidas con distintas fuentes de carbono. Símbolos: (e) Muestras cultivadas en
glucosa. (u) Muestras cultivadas en mezclas glucosa-maltosa. (O) Células de medios con
maltosa.
Tabla IX. Actividades enzimáticas contenidas en células tratadas con Cibacron
procedentes de medios con distintas fuentas de carbono1.


































Actividad determinada en células permeabilizadas. - actividad no determinada.
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isoenzimas por dosis génica o por la preparación de híbridos de HK PI y HK PII, se pudo
confirmar que el nivel de represión depende directamente de la cantidad de hexoquinasa
(Ma y col., 1986; Ma y col. 1989; Rose y col., 1991).
Nuestros intentos para reproducir el efecto inactivador de la actividad hexoquinasa
in vivo en Saccharomyces cerevisiae con la intención de confirmar la desrepresión
fisiológica de esta levadura en estas condiciones fueron infructuosos. Los niveles de
actividad hexoquinasa y a-glucosidasa medidos en cultivos con glucosa y colorante fueron
los correspondientes a represión y semejantes a los controles sin inactivador (Tabla X).
Cuando examinamos la levadura creciendo en presencia de Cibacron Blue 30-A,
comprobamos microscópicamente que el colorante no teñía la levadura. Creemos que la
acción inactivadora de las hexoquinasas por parte del Cibacron Blue 30-A en células de
levadura creciendo depende de la capacidad del compuesto para penetrar en la célula.
Tabla X. Efecto del Cibacron Blue 3G-A
Saccharomyces cerevisiae’.
medio a-glucosidasa
en el control de la represión catabólica de
hexoquinasa





gluc.+Cib. 0.2 mM 4.13
gluc+Cib. 0.5 mM 3.67
gluc+Cib. 1 mM 2.65





Actividades determinadas en células permeabilizadas recogidas en la fase exponencial de crecimiento.
Los diferentes niveles de actividad a-glucosidasa encontrados cuando la actividad
hexoquinasa fue modulada por Cibacron Blue 30-A en Candida utilis, pueden explicarse
por motivos diferentes de la represión catabólica.
Ya se han descrito que los niveles de actividad de distintas enzimas implicadas en
el consumo de fuentes de carbono dependen fuertemente de la actividad metabólica de las
células. En cultivos en discontinuo, de Saccharomyces cerevisiae, controlando la tasa de
crecimiento por la adición de glucosamina, se observan distintos niveles de actividad de
enzimas sujetas a represión catabólica, como la invertasa (Mc Goldrich y Wheal, 1989).
Los resultados comunicados por estos autores no son suficientemente explícitos, pues la
glucosamina no solo actúa limitando la velocidad de consumo de glucosa, al ser un
competidor de la glucosa en el transporte, sino que también es capaz de inhibir las
hexoquinasas de Saccharomyces cerevisiae, por lo que el efecto en el nivel de la enzima
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estudiada por los autores pudiera depender de factores diversos. Sin embargo, estudios
realizados en cultivos continuos con Saccharomyces cerevisiae, donde todos los factores
ambientales están controlados, se observó la transcripción y actividad de distintas enzimas
glucolíticas dependen del flujo metabólico a través de la célula, independientemente del
sustrato utilizado en el crecimiento, glucosa o galactosa (Siersktra y col., 1992; Siersktra
y col., 1993).
El Cibacron Blue 30-A no tiene un efecto especifico sobre las hexoquinasas de
Candida utilis. Se ha descrito que el colorante puede resultar un inhibidor de aquellas
enzimas con actividad deshidrogenasa (Puri y Roskoski, 1994). Comprobamos in vitro este
efecto con la actividad alcohol deshidrogenasa de nuestra levadura. La actividad de esta
enzima resulta inhibida un 100% cuando la concentración del inactivador de hexoquinasas
excede de 500 4M en la muestra (flg. 9). De todas maneras, no pudimos demostrar que
este tipo de enzimas estuvieran severamente afectadas en las células en crecimiento, pues
al determinar la tasa de producción de CO2 extrarespiratorio; que, en principio sería
equimolecular a la producción de etanol fermentativo, no encontramos diferencias
sustanciales entre los controles y las células tratadas con el inactivador (Fig. lOA).
Cuando determinamos los parámetros fundamentales de los crecimientos sobre
glucosa realizados con diferentes cantidades de Cibacron Blue 30-A, encontramos que
estos descendían a medida que la concentración de inactivador aumentaba (Tabla XI).
Aparentemente, el efecto nocivo sobre el metabolismo del Cibacron Blue 30-A se
manifestaba inmediatamente después de la adición del colorante a una suspensión de
células (Fig. IOB). De forma que esta menor actividad metabólica encontrada en las células
intoxicadas pudiera deberse no solo al efecto inactivador del Cibacron Blue 30-A sobre
las hexoquinasas de nuestra levadura, sino, también a otra serie de efectos negativos para
la célula de difícil cuantificación.
Al preguntamos por qué la actividad de la a-glucosidasa no era constante en las
diferentes concentraciones de Cibacron Blue 30-A usadas, encontramos una relación
directa entre actividad metabólica de las células iii situ y nivel de actividad (Fig. 11).
También hallamos una relación inversa entre nivel de actividad hexoquinasa total y a-
glucosidasa en cultivos realizados en glucosa. Aunque este al analizar ambas actividades,
estas resultaron tener una correlación positiva en cultivos realizados en maltosa y etanol
(Fig. 12). De forma que lo niveles residuales de ambas actividades, en cultivos con maltosa
y etanol, estarían influidas de la misma manera por la velocidad con que la levadura es
capaz de consumir el sustrato.
Creemos, por tanto, que la capacidad limitada para consumir las fuentes de carbono
incluidas en el medio de cultivo puede determinar tanto el grado de represión como de
inducción de la a-glucosidasa. De esta manera, no podría hablarse de niveles reprimidos
o inducidos de una actividad enzimática para una levadura en términos estáticos, sino que
estos estarían fuertemente relacionados con la velocidad del flujo metabólico.
3.3.3. Influencia del paso de fosforiladón en el desencadenamiento de la
represión catabólica. La necesidad del paso de la fosforilación de hexosas como requisito
para que los fenómenos de represión catabólica se inicien en Saccharomyces cerevisiae son
conocidos desde hace tiempo (como revisión ver Gancedo, 1992 y Thevelein, 1994), de
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Fig. 9. Inhibición de la actividad ADH iii vitro en extractos crudos tratados con Cibacron Blue
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Fig. 10. Efecto instantáneo del Cibacron Fig. 11. Efecto instantáneo del Cibacron
Blue 30-A en la capacidad fermentativa de Blue 30-A en la capacidad metabólica de
Candida utilis, deteminado mediante Candida utilis. Determinación de la tasa
ensayos respirométricos, en muestras de asimi]ación de oxígeno. La flecha indica
obtenidas de matraces con escasa el momento de la adición del colorante.
agitación. La flecha indica el momento de
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Fig. II. Relación entre la actividad «-glucosidasa y tasa metabólica en células crecidas en
medios con distintas concentraciones de Cibacron Blue 30-A. A Muestras procedentes de
medios con glucosa. B Muestras procedentes de medios con maltosa.
Tabla XI. Parámetros de crecimiento en medios con glucosa y distintas concentraciones de
Cibacron Blue 30-A.
parámetro concentración de Cibacron Blue 30-A
OmM O2mM 0.5mM lmM 2mM
p (h’)
Y (g/g)
0.38±0.03 0.18±0.01 0.15±0.02 0.11±0.02 0.13±0.03
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Fig. 12. Relación entre la actividad hexoquinasa residual y actividad a-glucosidasa en muestras
tratadas con Cibacron Blue 30-A. La línea punteada indica la evolución de la actividad.
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aptos para desencadenar represión catabólica. Entre estos sustratos, podemos mencionar la
glucosamina (Furst y Michels, 1977), 5-tio-glucosa (Egilsson y col., 1986) y, sobre todo,
2-desoxiglucosa (Zimmermann y Schell, 1977). Los estudios sobre la necesidad de la
fosforilación en otras especies de levadura son limitados. Conocemos que no todos los
análogos de glucosa en Candida utilis son capaces de afectar los mecanismos de consumo
de maltosa (Peinado y col., 1987a), por inactivación del transporte.
En este capítulo afrontamos la importancia de la fosforilación de hexosas en la
represión de la a-glucosidasa en nuestra levadura.
Como análogos de glucosa se emplearon 2-desoxiglucosa y 6-desoxiglucosa. La
capacidad de ser fosforilados por las hexoquinasas de Candida ¡gilís se ensayó en extractos
crudos (Tabla XII). Tal como se preveía, solo es fosforilable el análogo que no tiene
alterada la posición C-6 (Maitra, 1975). La 6-desoxiglucosa no resulta ser sustrato de las
hexoquinasas, incluso a concentraciones de sustrato de 100 mM.
Tabla XII. Grado de fosforilación de análogos de glucosa en comparación
por las hexoquinasas de Candida utilis.




relativo0.1 mM 1 mM 10 mM 100 mM
2-DOG
6-DOG
1.6 23.7 56.3 58.0 20 (?)
O O O O
KmjVrnax relativo hace referencia a la relación K~Vn,ax00/Vniax~Km,,. donde 1 hace referencia al valor
obtenido en Km o Vmax con el uso del análogo determinado. Es un parámetro utilizado para determinar la
facilidad con que un sustrato puede ser fosforilado, tal como se describe en Mazén y col. (1975).
La 2-DOG es un sustrato fosforilable fácilmente por las HK de Saccharomyces,
mientras que resulta ser un mal sustrato para la GK de esta levadura (Barnard, 1975;
Maitra, 1970). Los resultados obtenidos por nosotros, se asemejan a los valores que se
podrían esperar si en Candida utilis encontraramos la misma repuesta para la 2-DOG que
en Saccharomyces.
Se preinocularon células en presencia de un sustrato represor (glucosa) o inductor
(maltosa) que fueron concentradas y transferidas a medios completos con distintas fuentes
de carbono, con aireación forzada por bombeo. Se siguió la evolución de la densidad óptica
y se tomaron muestras para la determinación de la actividad a-glucosidasa. Los resultados
obtenidos se muestran en las Fig. 13A y 13B y en la Tabla XIII.
En los experimentos control con glucosa se obtuvieron los resultados esperados. La
enzima testigo de represión resultó reprimida cuando las células del ensayo provenían de
glucosa y la actividad residual de las células que fueron preinoculadas en maltosa fue
cercana a la que esperaríamos en el caso de que la síntesis de la proteína activa no tuviera
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Fig. 13. Capacidad de los análogos de glucosa para desencadenar represión catabólica en
muestras preinoculadas en medios con distintas fuentes de carbono. Determinación del
incremento de DO620 en un experimento a lo largo del tiempo. A Células procedentes de
medios con maltosa. B Muestras procedentes de medios con glucosa. Símbolos: (e) Ensayo
en medio con glucosa y maltosa. (o) Ensayo en un medio con maltosa. (u) Ensayo en un medio
con maltosa y 2-desoxiglucosa. (O) Ensayo en un medio con maltosa y 6-desoxiglucosa. Todas
las concentraciones de azúcares fueron de 0.5% (p/v). La línea punteada indica la evolución
de la DO de unas células diluidas en agua, donde aparece la evaporación debida al burbujeo.
Tabla Xffl. Actividad a-glucosidasa en muestras de cultivos con distintas fuentes de carbono.
Medio de pniooculacidn fuentes da caitono del medio
















‘Muestras tratadas como en la Fig. 12 A y B.
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celular. La presencia de 2-desoxiglucosa implicó la incapacidad de crecer en la levadura
en todos los experimentos. Al determinar la actividad enzimática contenida en las distintas
muestras observamos como también era la correspondiente a los valores de represión en
medios precrecidos con glucosa. Cuando la actividad inicial a-glucosidasa era alta, la
actividad final tras la exposición a la 2-desoxiglucosa era inferior. No se excluye procesos
de inactivación o proteolisis, como se ha demostrado para el transporte de maltosa en
Saccharomyces cerevisiae (Peinado y Loureiro-Dias, 1986; Riballo y col., 1995) y Candida
utilis (Peinado y col., 1987a).
Los experimentos con 6-desoxiglucosa demostraron que el análogo no alteraba la
capacidad de crecimiento en Candida utilis sobre mezclas con maltosa, siempre que los
mecanismos de consumo del disacárido estuvieran previamente inducidos. Por lo que se
pudo descartar que los mecanismos de la seflal de inducción estuvieran alterados por la 6-
desoxiglucosa. Sin embargo, no se registró ningún crecimiento cuando la biomasa inicial
tenía reprimida la cx-glucosidasa, al menos durante el intervalo de tiempo del experimento.
Sorprendentemente, la actividad fmal, al concluir el experimento era superior a la esperable
como nivel basal.
Solo existían dos posibles explicaciones a este fenómeno:
1. La 6-desoxiglucosa resulta ser un represor imperfecto, pues es incapaz de
demostrar en efecto apreciable cuando la enzima analizada está previamente inducida.
2. La 6-desoxiglucosa no es una molécula que sea capaz de desencadenar represión
catabólica.
Con el fin de determinar cúal de las dos hipótesis era cierta, hicimos esta
suposición: Asumimos que la inducción de la maquinaria enzimática encargada del
consumo de maltosa requiere energía. En el caso que la levadura estuviera en presencia de
la mezcla de maltosa y 6-desoxiglucosa, la única fuente de carbono y energía de donde
fuera posible obtener esta energía hasta la inducción suficiente sería del análogo. Debido
a que la 6-desoxiglucosa no puede ser metabolizada, la levadura carecería de energía
suficiente para iniciar el crecimiento sobre maltosa, al menos en tiempos de
experimentación relativamente cortos.
En el caso de que nuestra suposición fuera cierta, la adición de una nueva fuente
de energía, cuyo consumo estuviera sujeto a represión, permitiría un proceso más rápido
de inducción, si la explicación 2. fuera la correcta. Sin embargo, sólo si el análogo fuera
represor, la adición de una nueva fuente de carbono no alteraría los resultados conseguidos.
Ensayamos la evolución de la densidad óptica y de la actividad ct-glucosidasa en
un experimento donde se afladió glicerol como fuente de carbono alternativa.
Comprobamos previamente que la presencia de glicerol (2%) y 2-desoxiglucosa (0.2%)
impedía el crecimiento en discontinuo de Candida ¡allis, por lo que esperamos que la
capacidad de metabolizar glicerol estuviera también sujeta a represión catabólica. El
glicerol es una fuente de carbono y energía equilibrada en términos de la relación
carbono/energía que aporta, por lo que resulta ser un excelente sustrato como fuente de
energía en mezclas de fuentes de carbono (Babel y MUller, 1985).
Con estas condiciones experimentales determinamos la capacidad de crecimiento
de la levadura sobre glicerol y maltosa, en presencia de 6-desoxiglucosa. La actividad
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especffica final conseguida era superior a la obtenida en ausencia de glicerol (Tabla XIV
y Fig. 13C) y la levadura recuperaba la capacidad de crecer. Por lo tanto, concluimos que
la 6-desoxiglucosa es incapaz de desencadenar represión catabólica. La explicación del
porqué células precrecidas en estado de represión fueran incapaces de crecer en mezclas
de maltosa y análogo cuando no existía ninguna fuente de carbono alternativa se encontró
en la insuficiente actividad «-glucosidasa para sustentar el crecimiento sobré maltosa.
Tomando el valor de proporción de proteína en el peso seco ce la levadura del 50%, que
el rendimiento sobre maltosa estuviera cecano a 0.5 g/g, y que la posibilidad de asimilar
maltosa residiera en la velocidad de hidrólisis de maltosa; entonces, la tasa de crecimiento
máxima esperada sería de 0.01 Ii’, que en términos experimentales se asumiría como
ausencia de crecimiento.
A] igual que en Saccharomyces cerevisiae donde las distintas respuestas
desencadenadas por sustratos fermentables tienen un origen, en su mayoría, en el
metabolismo temprano de los azúcares (Thevelein, 1994), en Candida ¡¿tUis, la señal para
desencadenar la represión catabólica debería situarse en uno de los pasos iniciales del
metabolismo de hexosas.
La utilización de 6-desoxiglucosa como sustrato análogo de glucosa no fosforizable
y que es incapaz de disparar la represión puede ser discutida, ya que cabe la posibilidad
de que la señal que reconozca la levadura para iniciar la respuesta de represión después de
la adición de glucosa no sea semejante a la que se obtendría con 6-desoxiglucosa. En
concreto, es posible que el análogo no sea transportado con la efectividad con que lo es
la glucosa y que las cinéticas de transporte de ambos azúcares no sean semejantes.
Hasta el momento, sabemos que este azúcar es un sustrato para los transportadores
de glucosa en Sacc/zaromyces cerevisiae (Kotyk y col., 1975; Romano, 1982; Bisson y
Fraenkel, 1983, Schuddemat y col., 1988) y existe discrepancias respecto a cómo el
análogo puede simular las cinéticas de transporte de glucosa. Romano (1982) indica que
el análogo y el sustrato metabolizable comparten semejantes valores de Km y Vmax para
el transpone, mientras que Bisson y Fraenkcl (1983) muestran parámetros de transporte
diferentes para ambos sustratos, siendo sustrato de los sistemas llamados constitutivos de
transporte de glucosa en células crecidas en glucosa. Estos mismos autores indican, que al
igual que Kluyveromyces marxianus, este análogo no resulta especifico para los sistemas
de transporte de glucosa, pues también es sustrato para el sistema inducible de transpone
de galactosa (De Bruijne y col., 1988). Aparentemente, el análogo no resulta ser un buen
sustrato para los sistemas de transportes de glucosa de Saccharomyces cerevisiae
(Weusthuis y col., 1994b).
Las conclusiones bibliográficas previas anuncian la posibilidad de que la 6-
desoxiglucosa no sea transportada lo sufientemente como para iniciar la represión
catabólica. Los datos que se poseen sobre la capacidad para transportar 6-desoxiglucosa en
Candida ¡¿tuis son escasos. Solo se ha comunicado que es una molécula susceptible de ser
acumulada hasta en un orden de 70 veces respecto a la concentración externa (van Urk y
col., 1989) en el interior de la célula, pues nuestra levadura posee un sistema de transporte
no revesible de glucosa si la célula se mantiene energizada (van den Broek y col., 1995).
Es un sistema de transporte activo de alta afinidad (Postma y col., 1988; Peinado y col.,
1989). No se dispone de las características de transporte a altas concentraciones del analogo





0 1 2 3 4 6 6
tiempo (h>
Fig. 13C. Relación de la 6-desoxiglucosa con la represión catabólica en Candida ¡allis.
Experimento similar a] mostrado en las Fig. 13A y B, con células crecidas en medios con
maltosa-6-desoxiglucosa-glicerol. Todas las concentraciones iniciales fueron 0.5% (p/v).
Símbolos: (e) Muestras preinoculadas en medios con maltosa. (o) Muestras preinoculadas en
medios con maltosa.
Tabla XIV. Actividad «-glucosidasa en células preinoculadas en medios con distintas fuentes
de carbono y crecidas en medios maltosa-6-DOG-glicerol’.
medio de preinoculación actividad «-glucosidasa
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sistemas de difusión facilitada de nuestra levadura.
Se podría formular una hipótesis donde la señal para el inicio de la represión
catabólica en Candida ¡¿tuis se sitúe en un paso tan temprano del metabolismo como es el
transporte, si se confirmara que la 6-desoxiglucosa no entrara al interior celular con
efectividad. Sin embargo, los estudios realizados en Saccharomyces cerevisiae no
demuestran que el transporte esté implicado en la cadena de la represión catabólica. Más
bien al contrario, en dicha levadura, la capacidad para transportar glucosa parece estar bajo
el control de la represión catabólica, puesto que el componente de alta afinidad del
transporte es reprimible por altas concentraciones de glucosa (Bisson y Fraenkel, 1983b;
Bisson y col., 1987, Bisson, 1988). Por lo que puede presumirse que el paso de transporte
de glucosa no sea el desencadenante de la represión catabólica.
En cualquier caso, parece incuestionable que, para la existencia de la represión
catabólica, es preciso la fosforilación del sustrato que desencadena la represión. La relación
de las reacciones finales de la glucolisis se pueden descartar, puesto que la 2-desoxiglucosa
al entrar en la glucolisis provoca en descenso de los niveles de ATP libres. Este es uno de
los dos mecanismos que causan la toxicidad del análogo (Gancedo y Serrano, 1989). El
nucleótido queda entrampado en forma de 2-desoxiglucosa-6-P, de forma que se
imposibilitan las reacciones subsiguientes que requiere ATP. De esta manera, según las
conclusiones que se pueden extraer de la exposición de los resultados de este capitulo, la
relación de las hexoquinasas en el control de represión catabólica no se puede descartar.
Resultados y discusión 51
3.4. ¿Tienen las hexoquinasas de Candida utilis el mismo papel en el control de
represión catabólica que el atribuido para estas enzimas en Suecharomyees errevisiae?
Como sumario de las conclusiones expuestas en los 3 apanados anteriores podemos
desarrollar una tabla con las similitudes y diferencias encontradas el comparar las
actividades para la fosforilación de hexosas en Saccharomyces cerevisiae y Candida ¡¿tuis
desde el punto de vista cinético, de regulación por metabolitos, por fase de crecimiento y
fuente de carbono (Tabla XV).
Tabla XV. Comparación de la regulación fisiológica de las hexoquinasas de
Saccharomyces cerevisiae y Candida ¡¿tUis. Influencia en el control de represión catabólica.
Saccharomyces estado Candida
cerevúiae fisiológico ¡¿tUis
F/G total’ F/G tota]




















Datos de Fernández y col., (1985); Maitra (1975); Barnard (1975). 2 Datos de Espinel (1991). Este trabajo.
Datos de Fernández y col. (1985). Datos de Fernández y col. (1985) y Fernández y col. (1986). Datos de
Maitra (1975), Dombek y Ingram (1988). Woolfitt, y col. (1988) y Altertbum y col. (1989). Datos de Moreno
8y col. (1986). Datos de Blázquez y col. (1993).
Las diferencias son sustanciales, fundamentalmente en los estudios de la regulación
fisiológica de las hexoquinasas. Se ha comprobado que no existe necesariamente alta
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actividad hexoquinasa en aquellas células que crecen en estado de represión en Candida
¡allis, siendo este dato contrario al encontrado in vivo en la levadura patrón de estos
estudios.
De igual manera no hemos podido demostrar que reducidos niveles de fosforilación
impliquen la desrepresión, al estudiar el estado de represión en células creciendo
artificialmente con la mayor parte de la actividad hexoquinasa inactivada. Aunque los
niveles residuales de actividad fosforilante de hexosas se relaciona inversamente con el
nivel de actividad a-glucosidasa en cultivos sobre glucosa, sin embargo esta relación








De esta manera no parece directa la relación entre actividad catalítica de
fosforilación y nivel de represión, aunque en otras levaduras se ha demostrado la relación
que tienen las hexoquinasas en el control de represión y, en alguno casos, se ha propuesto
la importancia de la cantidad de enzima y velocidad de fosforilación en el control de
represión (Ma y col., 1986; Ma y col. 1989; Rose y col., 1991).
De todas maneras, no podemos distinguir la existenciade otras funciones contenidas
en la hexoquinasas, además de la meramente fosforilante de hexosas, por la cual estas
enzimas pudieran controlar el nivel de represión. Distintos autores sugieren esta posibilidad
en las enzimas de .Saccharomyces cerevisiae.
Entian y Frblich (1984) aislaron el mutante de Saccharomyces cerevisiae hexir que
contenía la actividad catalítica hexoquinasa aunque había perdido la capacidad de represión
catabólica. Los autores propusieron que en la enzima HK PH estaban contenidas dos tipos
de actividad: una catalítica, implicada en la glucolisis, y otra reguladora con función en el
control de represión. Finalmente, este grupo no pudo averiguar dónde reside físicamente
esta función. Cómo interviene la proteína en la represión mediante esta hipotética nueva
función ha sido discutido por diferentes autores. Ya se ha comunicado que las hexoquinasas
pueden actuar como fosfotransferasas en determinadas condiciones intercambiando los
residuos fosfatos entre el par ATP-ADP (Maitra, 1975>, aunque esta propiedad no parece
tener relación con la represión catabólica. Además, la isoenzima PII es subceptible de ser
fosforiladas como mecanismo de inactivación de la xilosa (Fernández y col., 1986b). Más
adelante, se descubrió que esta proteína contiene una actividad autofosforilante ¿vi vitro
(Fernández y col., 1988) y también puede ser fosfoi-ilada por quinasas desconocidas in vivo
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en un proceso aparentemente inhibido por protein quinasas dependientes de AMPc (Vojtek
y Fraenke], 1990).
Se ha discutido la relevancia de los procesos de fosforilación como el mecanismo
por el cual las hexoquinasas controlan la represión catabólica y es independiente de la
fosforilación inducida por xilosa (Vojtek y Fraenkel, 1990). Aunque se encuentra que el
mayor grado de fosforilación de la hexoquinasa PH in vivo corresponde a los estados de
desrepresión, este fenómeno no es exclusivo de esta isoenzima. También la hexoquinasa
PI y la proteína mutante presuntamente inactiva hxk2-l son fosforilables. Sin embargo la
OK no parece sufrir estos procesos de fosforilación (Vojtek y Fraenkel, 1990). Cuando se
analizó la relación de grado de fosforilación de la proteína y represión, no se encontró una
relación directa, aunque sí existía cuando se comparó la velocidad de fosforilación con la
aparición del sistema de alta afinidad de transporte dc glucosa. Por otro lado, parece que
un residuo fundamental para la fosforilación es la Ser-lS, contenida en el extremo N-
terminal de la proteína (Kriegel y col., 1994). Ma y Botsein (1989) encontraron que esta
porción de la proteína era prescindible para la existencia de represión catabólica. Además
la proteína fosforilada no cambia los parémetros cinéticos de fosforilación de hexosas
cuando se les comparó con la proteína desfosforilada (Vojtek y Fraenkel, 1990).
De esta manera, no se ha creído que la autofosforilación o la forma fosforilada de
la hexoquinasa PH estén implicadas en el control de fosforilación. Sin embargo, se ha
comunicado que la hexoquinasa PII puede actuar, a su vez, como una protein quinasa
(Herrero y col., 1989). Los autores sugieren que este sería el mecanismo por el cual las
hexoquinasas pueden ejercer el control de los circuitos de represión. La capacidad de
fosforilar histona es superior en la proteína de células crecidas en altas concentraciones de
glucosa que a bajas concentraciones de ella. La isoenzima contenida en el mutante con
actividad fosforilante hexoquinasa PU, pero incapaz de controlar la represión catabólica,
no manifiesta esta actividad protein quinasa, lo que sustentaría la idea sobre el mecanismo
de control expuesto por Herrero y col. (1989).
Nosotros no encontramos diferencias que nos permitieran distinguir desde un punto
de vista bioquímico las isoenzimas de Candida ¡¿tUis en represión (fase exponencial sobre
glucosa) y en desrepresión (fase estacionaria de cultivos con glucosa); tanto por las
concentraciones de tampón a las cuales eluian de las columnas cromatográficas, como por
su movilidad relativa electroforética en condiciones nativas (Espinel, 1991). Herrero y col.
(1989), Vojtek y Fraenkel (1990) y Kriegel y col. (1994) comunicaron que la movilidad
electroforética de las isoenzimas desnaturalizadas no cambiaba en función de su nivel de
fosforilación. En cualquier caso, las condiciones experimentales utilizadas por los autores
imponían la desnaturalización de la muestra. Nosotros tampoco hemos encontrado
diferencias respecto a la movilidad de las enzimas contenidas en Candida ¡¿tuis en
electroforesis con muestras conteniendo las isoenzimas activas extraídas en estados de
represión y desrepresión (fase estacionaria de crecimientos en glucosa) (Espinel, 1991).
Por todo lo anteriormente expuesto, aunque no esperamos que un alto nivel de
actividad catalítica de las hexoquinasas de Candida ¡¿tUis esté implicado en el control de
represión, no excluimos que éste se ejerza por otro tipo de actividad contenida en las
protínas. La localización de esta presunta actividad se toma compleja al carecer de
suficientes herramientas de estudios moleculares en Candida ¡¿tuis durante el tiempo de
experimentación.
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3 5. Aislamiento y caracterización de inutantes de Candida utills con fallos en el
control de represión catabólica.
3.5.1. Aislamiento de mutantes desreprimidos. Utilizamos dos tipos de técnicas:
una que no requirió un proceso mutagénico previo y otra donde las células fueron
seleccionadas después de un tratamiento mutagénico aleatorio con un agente alquilante,
según lo expuesto en el apanado ... de Material y métodos.
3.5.1.1. Selección con EMS. Conseguimos 74 cepas de presuntos mutantes
resistentes a la presencia de 2-desoxiglucosa. Ninguno de ellos presentó una actividad
cualitativamente más alta que la cepa parental cuando fueron crecidas en medios con
glucosa ni cundo lo hicieron en mezclas glucosa-maltosa. Además ninguna de las cepas
seleccionadas reprodujo la capacidad de resistir la 2-desoxiglucosa después de 2 semanas
de trabajo.
3.5.1.2. Selección de mutantes espontáneos. Utilizamos el método de Zimmermann
y Schell (1977), con 2-desoxiglucosa como agente para la selección de mutantes
desreprimidos. A partir de cultivos en la fase exponencial de crecimiento sobre glucosa
(según lo expuesto en Material y Métodos), seleccionamos 21 cepas presúntamente
defectuosas en el control de represión catabólica. Al examinar la actividad a-glucosidasa,
sólo tres fueron seleccionadas para su estudio posterior, pues después de 2 semanas de
trabajo, la rotulada como aislamiento 18 perdió la capacidad de crecer sobre el análogo de
glucosa y los niveles de actividad de la enzima control fueron semejantes ala cepa parental
(Tabla XVI).
Tabla XVI. Resultados iniciales del aislamiento y selección
Candida ¡allis.
de cepas desreprimidas de
aislado n0 crecimiento en medios con’: actividad a-glucosidasa2.con.
en medios




+ + + rápida rápida rápida
+ + + rápida rápida rápida
+ + + rápida rápida rápida
3092 + + + lenta rápida lenta
El signo positivo indica crecimiento rápido en los medios señalados.
2 Determinación de la actividad realizada en términos cualitativos. Se observó el tiempo necesario para desarrollar
color amarillo en muestras obtenidas de los medios señalados, según el apartado de Materia] y Métodos..
.
La escasa proporción de mutantes resistentes al análogo tóxico con un fenotipo
presuntivamente desreprimido, es común en levadura. La aparición de mutantes o
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actividades que implican resitencia a la 2-desoxiglucosa es frecuente en las levaduras
(Heredia y Heredia, 1988).
Los trabajos iniciales de caracterización de los aislamientos se efectuaron con los
marcados con los números 1, 2 y 9. Cada uno de ellos conservaron la capacidad de crecer
en los cultivos de mantenimiento de mutantes durante las etapas iniciales de estudio. Las
cepas aisladas fueron denominadas SDM, tomando las iniciales de las palabras inglesas
Spontaneous Derepressed Mutant, seguido del número de aislamiento.
3.5.2. Estudio del alcance de la desrepresión en los mutantes desreprimidos en
cultivos en discontinuo. Fue preciso determinar qué circuitos para el consumo de otras
fuentes de carbono distintas a hexosas estaban afectadas en las cepas aisladas. Las enzimas
estudiadas fueron, basicamente, los circuitos iniciales del consumo de otros azúcares: a-
glucosidasa, invertasa, transporte activo de glucosa, además de la actividad hexoquinasa.
En otras levaduras los estudios las posibles vías afectadas por la represión son más
amplias (Serrano y Gancedo, 1989; Gancedo, 1992; Trumbly, 1992, Entian y Barnett, 1992;
Thevelein, 1994), incluyendo las vías gluconeogénicas, de los ácidos tricarboxílicos,
enzimas del ciclo del glioxilato y amilasas. No fue necesario tal amplitud en el estudio, por
diversos motivos:
Candida ¡¿tuis no muestra represión del metabolismo respiratorio, pues, incluso a
altas concentraciones de glucosa, la mayor parte del azúcar es oxidado y es una levadura
Crabtree negativa. Por otro lado, se ha descrito, que la represión catabólica no afecta al
consumo simultáneo de determinadas fuentes gluconeogénicas, como etanol, y glucosa
(Vraná y col., 1989; Weusthuis y col., 1994a).
Informaciones previas indicaban que tras un crecimiento sobre etanol, la capacidad
para consumir glucosa estaba muy disminuida por la baja actividad de la piruvato quinasa,
una de las enzimas que catalizan una reacción irreversible en la glucolisis (Gancedo y col,
1967). Nosotros comprobamos, sin embargo, (ver apanado 3.6.2.3. y 3.6.2.4.) que la
capacidad de la levadura para consumir glucosa no es dependiente de la fuente de carbono
de crecimiento, sea gluconeogénica o no. También se han descrito el nivel de actividad de
distintas enzimas implicadas en diferentes vías, cuando las células han sido crecidas en
continuo, sobre distintas fuentes de carbono y nitrógeno (Bruinenberg y col., 1983a). Los
autores comunican que enzimas como la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (iniciadora del
ciclo de las pentosa), la fructosa- 1 ,6-bifosfatasa (enzima gluconeogénica), la alcohol
deshidrogenasa, o la isocitrato deshidrogenasa dependiente de NAD (del ciclo de los ácidos
tricarboxílicos) presentan niveles constantes de actividad a una misma tasa de dilución,
independientemente de la fuente de carbono. Otras, al contrario, dependen de la fuente de
carbono, como la fructosa-6-fosfato quinasa (coincidiendo con las observaciones descritas
en Gancedo y Serrano (1989)), la acetaldehido deshidrogenasa y la pareja de enzimas
situadas en los pasos iniciales del metabolismo de xilosa: la xiosa reductasa y la xilitol
deshidrogenasa (Bruinenberg y col., 1983a).
No estudiamos la posible represión de las enzimas del ciclo del glioxilato, puesto
que se ha descrito que adquieren relevancia cuando en levaduras productoras de
aminoácidos y derivados del Ciclo de Krebs, donde la existencia de reacciones
anapleróticas son importantes como relleno de los intermediarios no utilizados para la
respiración (Gancedo y Serrano, 1989). Por otro lado, el mecanismo de represión de las
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enzimas envueltas en este ciclo parece que escapa a los circuitos generales de represión de
las vías de consumo de azúcares distintos a glucosa (Gancedo, 1992), que son los que esta
Tesis tiene propuesto estudiar. Por otro lado, existen trabajos recientes que indicarían que
el complejo enzimático de este ciclo no estaría completo en Candida ¿allis (Sokolov y col.,
1996).
Finalmente, nuestra levadura es incapaz de crecer sobre almidón (Barnett y col.,
1990; Linardi y col., 1993), por lo que carece de sentido cualquier estudio en el tema.
3.5.2.1. a<-glucosidasa. Efectuamos los estudios preliminares cuantitativos de
actividad a-glucosidasa cuando los aislamientos fueron crecidos sobre distintas fuentes de
carbono (Tabla XVII).
Tabla XVII. Actividad a-glucosidasa determinada en cultivos discontinuos
fuentes de carbono’.




















Valores determinados en medios YPD. Los valores medidos en el medio mineral Kno diferieron sustancialmente
de los referidos en esta tabla.
Al comparar los resultados en los crecimientos sobre maltosa, comprobamos que
todas las cepas contenían semejante actividad máxima. Los mecanismos de inducción
parecían estar alterados en las cepas mutantes, pues obtuvimos en medios sin inductor unos
niveles de actividad semejante a los que previamente se encontraron con maltosa. Los
resultados más sorprendentes se encontraron al analizar los valores de actividad de células
crecidas en glucosa. La actividad encontrada fue del mismo orden de magnitud que en
presencia del inductor de la actividad en la cepa parental.
Todos estos datos nos premitieron determinar que todas las cepas seleccionadas
presentaban una actividad a-glucosidasa completamente desregulada. No solo los controles
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de represión hablan sido evitados en los mutantes, sino que también carecían de regulación
en los procesos de inducción, de forma que la expresión enzimática parece ser constitutiva.
De esta manera, para obtener altos niveles de actividad a-glucosidasa en los
mutantes no resultaría necesario la adición de maltosa
3.5.2.2. Invertasa. Los resultados obtenidos se representan en la Tabla XVIII. Tal
como se podía esperar por el método de aislamiento, la actividad invertasa externa en los
mutantes es mayor en crecimientos sobre glucosa que la encontrada en el control con la
cepa parental. Las células solo podrían crecer a partir de la única fuente asimilable de
carbono, la rafinosa. Este trisacárido solo puede ser sustrato de la invertasa (Barnett, 1981),
aunque con baja afinidad. Es preciso altos niveles de enzima para procurar un crecimiento
efectivo sobre este azúcar. Esto puede explicar por qué la utilización de este método de
selección de mutantes conduce al aislamiento de cepas afectadas en el control de represión
de la invertasa (Zimmermann y Schell, 1977), independientemente de que el método
impone en Saccharomyces cerevisiae el aislamiento de cepas defectuosas en la fosforilación
por las hexoquinasas y de la relación en el control de represión de la invertasa por las
hexoquinasas.
Tabla XVIII. Actividad invertasa determinada en cultivos discontinuos con distintas
fuentes de carbono’.
cepa fase de crecimiento medio con:
glucosa maltosa acetato
SDM-l exponencial 15.4±2.5 35.2±5.1 55.3±3.7
estacionaria 18.4±3.1 56.7±6.6 35.8±2.1
SDM-2 exponencial 15.3±1.9 38.8±10.1 54.2±4.9
estacionaria 25.5±5.1 40.3±8.0 36.4±2.3
SDM-9 exponencial 14.6±2.0 25.3±2.1 55.3±5.3
estacionaria 27.7±5.0 35.6±3.4 29.2±1.7
3092 exponencial 8.3±0.9 24.3±0.9 57.8±5.1
estacionaria 11.7±1.4 22.3±3.2 17.2±1.1
Valores determinados en medios YPD. Los valores medidos en el medio mineral Kno diferieron sustancialmente
de los referidos en esta tabla.
Al comparar los niveles obtenidos en crecimientos sobre una fuente de carbono
represora (glucosa) con los registrados en medios con acetato y sacarosa, comprobamos que
la represión de la actividad en los mutantes no es completa.
3.5.2.3. Transporte activo de glucosa. Candida ¡¿tuis posee un sistema de alta
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afinidad, semejante por su afinidad a los encontrados en otras levaduras (van Urk y col.,
1989). Este es un sistema de transporte activo (Postma y col., 1988; Peinado y col.; 1989;
van den Broek y col., 1995), donde la estequiometría del transporte es 1:1 (Htglucosa),
(Peinado y col., 1989). Los sistemas de trasnporte activo están ampliamente extendidos
entre las levaduras, sean dentro del género Candida (Spencer-Martins y van Uden, 1985)
o, en general, en todas las levaduras (Loureiro-Dias, 1988).
El sistema de alta afinidad en Candida ¡¿tuis resulta ser reprimible por glucosa
(Peinado y col., 1989) y el nivel de actividad de este sistema fue estudiado en los mutantes
después de ser crecidos en glucosa y en etanol (Tabla XIX).
Tabla XIX. Actividad del transporte activo de glucosa
parental. Determinación en cultivos discontinuos1.
cepa fase de crecimiento



















Valores determinados en medio K. - no determinado.
Como esperábamos, no fue posible determinar pH-métricamente ninguna actividad
en la cepa salvaje en crecimientos sobre glucosa. Los mismos resultados fueron obtenidos
en los ensayos con las cepas mutantes SDM-2 y SDM-9.
Sin embargo, se obtuvieron señales de basificación en cultivos sobre glucosa con
el mutante SDM-1. El nivel de actividad, en estas condiciones, no alcanzó los valores que
obtuvimos en ensayos con la cepa parental en ausencia de represión. Dedujimos que la
actividad de este sistema de transporte también estaba parcialmente desreprimido en
Candida ¡¿tuis SDM-l.
De acuerdo a los resultados expuestos, concluimos que los sistemas de represión
afectados no coincidían en las cepas mutantes, en estudios in vitro.
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3.5.3. Estudio de las características de crecimiento en discontinuo de los
mutantes desreprimidos. Después de confirmar que la desrepresión de los mutantes
abarcaba a los sistemas de consumo de otras fuentes de carbono, afrontamos el estudio de
los parámetros de crecimiento de los mutantes en cultivos en discontinuo, utilizándose para
ello diversos sistemas de cultivo y distintas fuentes de carbono.
3.5.3.1. Crecimientos en matraz y micropocillo. Empleamos fuentes de carbono
represoras (glucosa y fructosa), disacáridos (maltosa y sacarosa) y gluconeogénicas (etanol,
acetato y glicerol). Los medios de cultivo utilizados fueron tanto complejos (YPD) como
sintéticos (medio K). Los resultados se expresan en la Tabla XX.
Tabla XX. Tasas de crecimiento determinadas en cultivos complejos y sintéticos con



















































































Los resultados contenidos en la el apanado 3.5.2 indicaban que el mutante SDM-l
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presentaba defectos más amplios que los otros mutantes aislados. Por ello, decidimos
estudiarlo más extensamente con la utilización de cultivos en placas micropocillo (Tabla
XXI).
Tabla XXI. Influencia del oxígeno en la tasa de crecimiento en placas micropocillo.
Comparación entre las cinéticas de crecimiento de la cepa parental y SDM-l’.
medio 3092 SDM-l
limitación de sin limitación limitación de sin limitación
02 deO2 ~2 deO2
glucosa 0.17 0.27 0.10 0.23
0.16 0.27 0.09 0.24
0.15 0.28 0.11 0.23
0.09 0.20 0.02 0.16
0.16 0.26 0.10 0.22
0.12 0.23 0.06 0.18
0.06 0.19 0.04 0.20
0.02 0.19 0.04 0.20
0.06 0.20 0.04 0.20
Los métodos de inculación y determinación dcl crecimiento de la biomasa se indica en Material y métodos. La
variabilidad de los par~xnetros determinados no excedió en ningún caso de 0.01 h”.
Sorprendentemente, encontramos que uno de los parámetros estudiados, la fase de
latencia, presentaba grandes variaciones cuando las comparábamos con la cepa parental.
Se han descrito distintas mutaciones que acarrean un aumento de la fase de latencia sin
afectar al crecimiento exponencial equilibrado de los mutantes.
En general, puede deducirse que los mutantes presentan unas constantes de
crecimiento levemente más bajas que la cepa parental, en cada una de las condiciones
utilizadas. Se han descritos mutantes que presentan graves defectos en los estudios de las
características de crecimiento sobre distintas fuentes de carbono. La razón de estos
crecimientos defectuosos son tan abundantes como extensas las mutaciones descritas en
estas cepas. Sin embargo, aunque las cepas de Candida utulis desreprimidas parecen que
tienen desregulada gran parte de los sistemas de toma y consumo de distintas fuentes de
carbono, estos errores en el control de represión no se transíadan en problemas serios
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Hg. 14. Cinética de crecimiento de SDM-1 en medio XC con glucosa tras un múmero distinto de preincubaciones
sin la presencia de 2-DOC, determinado en incubador-lector de placas de micropocillos. Símbolos: (.) Curva de
crecimiento de células no preinoculadas en medio K sin 2-DOC. (o) Muestras preinoculadas una vez sin el tóxico.
(O) Muestras preinoculadas dos veces en medio sin 2-DOC.
Algunos autores han indicado que son mutaciones que afectan a los controles de
transferencia de la llamadaseflal de glucosa (Thevelein, 1994). Por ejemplo, el mutante
bypl (alélico a CIFí, SSTl, GLC6 y TPSl), comunicado por el grupo del Prof.
Zimmermann (Breitenbach-Schmitt y col., 1984) en crecimientos sobre glucosa. Sin
embargo, con las reservas que corresponden al utilizar una especie de levadura distinta a
Saccharomyces cerevisiae y donde no ha sido posible hasta ahora trabajos en biología
molecular, creemos que no es este nuestro caso. Hemos comprobado que la fase de latencia
se puede reducir tras varios preinóculos sobre la fuente de carbono donde se efectúa el
crecimiento. Creemos que es un efecto tóxico debido a la acumulación de 2-desoxiglucosa,
presente en los medios de mantenimiento (flg. 14 y Tabla XXII), como se puede
comprobar con los resultados del apanado 3.5.3.2 y 3.6.2.
Los estudios más exhaustivos realizados con el mutante 5DM- 1 utilizando placas
con micropocillos, con distintas técnicas donde la disponibilidad de oxígeno variaba,
encontramos que, en general la ~± determinada era menor que la calculada para la cepa
3092. Además cuando utilizamos fuentes de carbono cuyo consumo es necesariamente
oxidativo en Candido ¡¿tuis, observamos un posible defecto aparentemente no relacionado
con la deficiente capacidad de controlar la represión en el mutante SDM-1. Estos resultados
nos hicieron sospechar que el mutante fuera defectuosos en la generación de poder
reductor. Trabajos previos en Candida ¡¿tuis no detectaron generación de poder reductor
a travás de la enzima mélica dependiente de NADP o de actividades transhidrogenasa
(Bruinenberg y col., 1983a). En cultivos sobre fuentes glucoliticas no se ha detectado
tampoco actividad acetaldehído deshidrogenasa dependiente de NADP, descartando la
posibilidad de regeneración de NADPH por descarboxilación del piruvato en presencia de
oxígeno (Bruinenberg y col., 1983a). Las únicas opciones para la regeneración del poder
reductor son el ciclo de las pentosas y el ciclo de Krebs, en crecimientos donde la fuente
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de nitrógeno es el amonio, como sucede en el medio K (Bruinenberg y col., 1983a;
Bruinenberg y col., 1983b).
Tabla XXII. Cálculo de los parámetros de crecimiento en el mutante SDM-l. Estimación
del efecto de la 2-desoxiglucosa’.












Donde A se refiere al valor de la asintota de la representación hiperbólicadel crecimiento lii X/X0 frente
a t, asumida como biomasa final; L es la fase de latencia (Zwietering y col., 1990). Los incrementos de biomasa
se determinaron por medidas de densidad óptica en un lector-incubador de placas de multipocillos.
Para resolver nuestra sospecha de que otro de los factores fisiológicos afectados en
el mutante SDM-l fuera la capacidad para generar poder reductor, hicimos unos cultivos
en limitación de oxigeno en discontinuo (Fig. 15). La P02 se determinó mediante unasonda polarográfica y se mantuvo durante el tiempo del experimento por debajo de 1%. No
creemos que alcanzáramos la anaerobiosis extricta, pues ya se ha descrito que, con casi la
única excepción de Saccharomyces cerevisiae, ninguna levadura es capaz de crecer en
anaerobiosis extricta (Visser y col., 1990).
Comprobamos que las tasas de crecimiento y rendimiento en biomasa y etanol
encontrados en el mutante fueron semejantes al control con la cepa parental. El Y~
01 (1.5-
1.3 mol etanol/mol glucosa) resultó tan alto o más que los consignados para Saccharomyces
cerevisiae. Este resultado es similar al previamente publicado (Visser y col., 1990; Visser,
1995). El rendimiento final de biomasa se reduce considerablemente en ambas cepas, en
comparación al encontrado en condiciones sin limitación de oxIgeno (0.06-0.07 g/g). A su
vez, la tasa de consumo de glucosa aumentaba espectacularmente respecto a los estudios
en presencia de oxigeno. Los valores obtenidos se acercan a 19-18 mmoll(g-h), similares
a las máximas tasas de consumo que se pueden encontrar en la bibliografía en
experimentos de pulso en cultivo continuo (van Urk y col., 1988). Estos resultados validan
las observaciones anteriores que adjudicaban a Candida ¡¿tUis una respuesta positiva en el
efecto Pasteur, definido como la inhibición del consumo de glucosa por la presencia de
oxigeno (Gancedo y Serrano, 1989).











tiempo (h) tiempo (h)
Fig. 15. Cultivos discontinuos de las cepas 3092 y SDM-l en limitación de oxígeno con
glucosa como fuente de carbono. Símbolos: (u) Biomasa en DO~0. (e) Glucosa en gil(o)
Concentración de etanol (g/l). (A) Concentración de glicerol (g/l).
Tabla XXIII.
cepa
Estequiomerrfa del destino de la glucosa en cultivos en limitación de oxígeno.
destino de 1 mol de glucosa




12.34 1.54 0.13 0 92.8
13.03 1.34 0.13 0.01 83.1
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proporciones semejantes en los destinos de los átomos de carbono de la glucosa. Es de
resaltar que no encontramos cantidades apreciables de ácido succínico (que puede ser
determinado en fermentaciones de Saccharomyces) (Tabla XXIII).
Por otro lado, los datos ofrecidos con el análisis de las pruebas de crecimiento sobre
distintos sustratos, realizado según los criterios de identificación sistemática (Barnetty col.,
1990), anojaron conclusiones con valor fisiológico (Tabla XXIV). La cepa SDM-l y 3092
resultaron ser indistinguibles de acuerdo a los resultados de la identificación (la identidad
como cepas Candida ¡¿tUis se resolvió con una probabilidad p=l). Esto significaba que no
pudimos encontrar variaciones significativas respecto al consumo de una amplia variadad
de fuentes de carbono y nitrógeno entre ambas cepas, en condiciones de fermentación (que
se asumieron como en limitación de oxígeno) como en condiciones que posibilitaron la
respiración de los sustratos. Tampoco detectamos fenómenos de auxotrofía, puesto que el
mutante SDM- 1 es capaz de crecer en medios sin vitaminas. Esto sugirió que no existía
ningún defecto accesorio en el el mutante que residiera en la capacidad de metabolizar
distintos sustratos que ya no hubiéramos descrito en los análisis preliminares.
Cuando nos preguntamos por el tipo de metabolismo con que las levaduras
consumen los sustratos, realizamos pruebas de consumo de oxígeno y producción de CO2
mediante el método de Warburg (Tabla XXV).
Tabla XXV. Ensayos de intercambio de gases durante el consumo de distintas fuentes de
carbono en la cepa parental y mutante SDM- 1 por el método de Warburg directo.
cepa glucosa etanol
mm0,/gh mmCO2/gh C.R. mmO2/gh mmCO2/gb C.R.
3092
SDM-l
10.5±0.5 11.5±0.4 1.09 5.92±0.2 1.67±0.6 0.28
10.6±0.6 11.4±0.5 1.07 5.06±0.3 1.08±0.5 0.35
C.R. Calculado como la relación entre el CO2 total producido y el 02 consumido.
El mutante, al igual que la cepa parental, mantiene un metabolismo respiratorio
durante el consumo de fuentes glucolíticas, determinado mediante la relación CR. Además
este ensayo confirma que la velocidad con que se consumen estos sustratos es muy similar
en ambas cepas. De todas maneras, la tasa de consumo de glucosa, calculada la sexta parte
de la tasa de consumo de glucosa, resulta ser muy inferior a la calculada por nosotros. A
pesar de todo, esta es claramente superior a la consignada por otros autores (Páca y Grégr,
1979; ). El CR determinado en los ensayos con etanol es muy inferior al teórico, puesto
que la oxidación completa de cada mol del sustrato precisa el consumo de 3 moles de 02
y la producción de 2 moles de CO2 (CR 0.66). Este es un fenómeno frecuente. Ya se ha
comunicado que es frecuente que Candida ¡¿tuis no oxide completamente el etanol del
medio, acumulándose metabolitos intermediarios como acético, indetectables mediante la
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Tabla XXIV. Pruebas para la
identificación sistemática de las cepas de
Candida ¡¿tuis IGC 3092 y SDM-1.
cepas tipo: CBS 567, 621, 839, 840, 841, 842, 890.
1517, 1600, 4511, 4885, 4886 y 5609.
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3.5.3.2. Cultivos en fermentador. Realizamos una serie de crecimientos en
fermentador con una variedad de fuentes de carbono y utilizando el medio YPD y K. Los
resultados se muestran en las Tabla XXVI y Fig. 16.
Al igual que ha sido comentado en el apanado anterior, las constantes de tasa de
crecimiento son levemente menores que los controles con la cepa parental. Es de destacar
que con esta técnica, se evitaba la fase de latencia desmesurada detectada en cultivos en
matraz. Este dato contribuye a apoyar el dato anterior de un efecto tóxico por la 2-
desoxiglucosa, que puede ser eliminado cuando los parámetros físicos de cultivo están
controlados (especialmente la cantidad de oxigeno disuelto).
3.5.3.3. Desrepresión en mezclas maltosa-glucosa. Los análisis de las áctividades
enzimáticas estudiadas anteriormente, apuntaban a la capacidad teórica para consumir
simultáneamente otras fuentes de carbono además de la glucosa por parte de los mutantes.
3.5.3.3.1. Cultivos discontinuos en matraz. Realizamos cultivos en discontinuo con
los 3 mutantes obtenidos para el examen de la existencia de una desrepresión real de los
mutantes en mezclas de fuentes de carbono. Para que la maltosa pueda ser metabolizada
conjuntamente con la glucosa es necesario no sólo altos niveles de a-glucosidasa, sino
también una suficiente actividad transportadora de la maltosa. El transporte de maltosa en
Candida urilis está sujeto a una fuerte regulación: es inducible por maltosa y reprimible
e inactivable por glucosa (Peinado y col., 1987a). De esta manera, si el paso del transporte
estuviera seriamente disminuido por la presencia de glucosa, no se observada un
crecimiento sustentado sobre glucosa y maltosa cuando los mutantes fueran crecidos en
ambas fuentes de carbono.
Hemos de destacar que las cepas SDM-2 y SDM-9 mostraron durante el primer afio
de ensayo resultados variables respecto a la capacidad para consumir simultáneamente dos
fuentes de carbono. Finalmente, perdieron los carácteres de desrepresión con que fueron
aislados. Por ello, todos los análisis contenidos en este capítulo y en los siguientes se
refieren únicamente a la cepa SDM-1.
Se han descrito los umbrales mínimos de glucosa que impiden el consumo
simultáneo de ambos azúcares en la cepaparental de Candida utilis (Peinado y col., 1987a;
Peinado y col., 1987b). Este se sitúa en tomo a 0.01% (p/v). Tomando en cuenta este dato,
examinamos el crecimiento de los mutantes en mezclas donde la concentración inicial de
glucosa fuera 10 veces y 40 veces superiores al umbral de inhibición del consumo de
maltosa (0.1% y 0.4% (p/v), respectivamente). La concentración total de fuente de carbono
se situé en 0.5% (plv). Los datos obtenidos se enfrentaron con el control de la cepa
parental 3092 (Fig. 17).
Los datos de los cultivos de la cepa parental se corresponden a lo previsto: las
primeras fases de cultivo se sustentaban sobre la glucosa. Durante este crecimiento y
debido a las condiciones experimentales, se producían cantidades significativas de etanol.
Una vez que la concentración de glucosa caía por debajo de la mínima que impide el
crecimiento sobre maltosa, era posible el crecimiento sobre el disacárido.
Es significativo los sucesos ocurridos durante la transición entre el consumo de
glucosa y el crecimiento sobre maltosa. La concentración de etanol libre en el medio de
cultivo descendió hasta ser menor que 1 mM. Posteriormente, la concentración de etano]
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flg. 17. Cultivos discontinuos con mezclas de azúcares. Demostración de la desrepresión de
SDM- 1 in vivo. A Muestra de crecimiento de la cepa parental en un medio con glucosa (0.1)-
maltosa (0.4). B Muestra de un crecimiento de la cepa SDM-1 en un medio glucosa (0.1>-
maltosa (0.4). C SDM-1 en un medio con glucosa (0.4)-maltosa (0.1). Todas las
concetraciones de azúcares dadas en % (p/v). Símbolos: (U) Biomasa. (e) Glucosa. (o)
Maltosa. (O) En una línea punteada etanol producido.
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levadura presenta el llamado efecto Kluyver en la utilización de maltosa: es incapaz de
asimilar la maltosa por metabolismo fermentativo (K]uyver y Custer, 1940). No es un
efecto específico para este azúcar puesto que también resulta ser Kluyver positiva con la
trehalosa, la celobiosa y la melezitosa, según los criterios utilizados en la clasificación
sistemática de la levadura (Bamett y col., 1990; ver Tabla XXIV). Las razones de este
efecto han sido buscadas durante mucho tiempo. Nuestra levadura posee la maquinaria
enzimática suficiente para el consumo fermentativo de la maltosa, aunque parece que la
capacidad para transportar el disacárido está impedida en limitación de oxígeno. Se creyó
que el efecto era debido a una acción directa del oxígeno sobre los transportadores (Barnett
y Sims, 1982; Sims y col., 1984; Schulz y Hbfer, 1986; Ht3fer y Nassar, 1987). Otras
explicaciones indicaban que el efecto se debía, también, a una regulación de la piruvato
descarboxilasa (Sinis y Barnett, 1991; Sims y col., 1991; Barnett, 1992). Sin embargo,
recientemente se ha descrito que Candida ¡iritis es incapaz de asimilar maltosa en presencia
de cantidades superiores a 1 mM de etanol, incluso en presencia de oxigeno, sean estas
producidas por la actividad metabólica o suministradas al medio exógenamente. Así se
especularía que el etanol tuviera un papel en la regulación del consumo de maltosa
fermentativo similar a una retroinhibición por producto (Weusthuis y col., 1994a;
Weusthuis y col., 1994c). No se ha determinado la razón bioquímica o molecular
subyaciente, aunque no parece ser éste el mecanismo que genera el efecto K]uyver en todas
las levaduras (Kalitema y col., 1995).
Los datos obtenidos en el intervalo de tiempo entre el consumo de glucosa y el
crecimiento sobre maltosa se ajustan al modelo del efecto directo del etanol sobre el
consumo de maltosa.
La célula parece regular la capacidad de producir etanol durante el crecimiento
sobre maltosa, aunque, como se determiné durante la fase de crecimiento sobre glucosa,
la cantidad de oxigeno disuelto no debió ser suficiente para un metabolismo completamente
oxidativo sobre el azúcar, según las evidencias experimentales procedentes del consumo
de glucosa. El hecho es que la tasa de producción de etanol resulté ser mayor en la última
fase del crecimiento en glucosa que en los primeros instantes del crecimiento, lo que
indicaba que la participación del metabolismo fermentativo aumentaba cuando la densidad
de la población era suficientemente grande, ajustándose a la prediccién de la producción
de etanol en levaduras Crabtree negativa como Candida ¿al/ls en condiciones de carencia
de oxígeno (van Dijken y Scheffers, 1986; Castrillo y Ugalde, 1993). Pudimos observar,
a su vez, que, aunque Candida ¡iritis es una levadura nétaniente oxidativa, una pequeña
proporción de su metabolismo se deriva a la producción de etanol (ver Fig. 18), de acuerdo
a la clasificación de Gancedo y Serrano (1989). Por lo tanto, la cantidad de etanol
producido dependerá de la velocidad con que los sustratos sean consumidos. En la segunda
fase de crecimiento, realizada sobre maltosa, esta consideración adquiere consistencia, pues
pudimos hallar una reducida usa de consumo del disacárido (en estas condiciones, la
maltosa desaparece en tomo a 1.32 mmol maltosa/(gh), mientras que la glucosa era
consumida con una usa de 4.89 mmol glucosa/(g~h)). La usa de consumo de maltosa
calculada en esta segunda fase de crecimiento, resulta ser más pequeña que la que
determinamos previamente en la fase exponencial de crecimientos sobre maltosa como
única fuente de carbono (1.79 mmol maltosal(gh)). En la razón por la cual este consumo
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ng. 18. Curvas de crecimiento con glucosa y representación del etanol producido, asociado
al crecimiento. A Cepa parental. B Cepa SDM-1. Símbolos: (U) Biomasa. (e) Glucosa. (O)
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Fig. 19. Consumo simultáneo de glucosa y etanol como caracterLsúca de la especie Candida
urilis. A Representación de la cepaparental. B Representación de la cepa SDM-1. Símbolos:
(e) Biomasa. (e). Glucosa. (O) Etanol. Las concetraciones iniciales fueron de glucosa 0.4%
(p/v) y etanol 0.1% (p/v).
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que son habituales en los últimos estados del crecimiento en discontinuo (bajo pH, escaso
oxígeno disuelto, etc.).
Los resultados con la cepa SDM-l fueron repetitivos en las dos condiciones de
ensayo. Esta cepa fue capaz de asimilar ambos azúcares que contenía el medio de cultivo
de forma simultánea, incluso cuando la concentración de glucosa excedía 40 veces la
mínima que imposibilitaba el consumo de maltosa en la cepa parental (flg. 17B y Sg.
17C).
Cuando analizamos la evolucién de la producción de etanol asociada al crecimiento
en el ¡nutante SDM- 1 encontramos fenómenos que lo distinguía de la cepa parental.
Aunque de acuerdo a las hipótesis recientes que relacionan la imposibilidad de consumir
maltosa en presencia de cantidades significativas de etanol, en la cepa 5DM-1 la
concentración de este producto de deshecho permanecía muy baja mientras existiá maltosa
en el medio. Solo en el caso de que tras el consumo de maltosa existiera glucosa residual
que permitiera un crecimiento posterior de la levadura, se pudo observar un aumento de
la tasa específica de la producción de etanol.
Cuando comparamos las tasas de producción de etanol en la cepa parental y en el
mutante, descubrimos que a las concentraciones de biomasa que implicaban el disparo de
la producción de etanol en la cepa parental, la cantidad de etanol encontrada en cultivos
con mutantes eran semejantes a las del un consumo netamente oxidativo. Esto sucedía a
pesar de que la tasa de consumo de las fuentes de carbono eran semejantes para las dos
cepas (... y ... mmol equivalentes de glucosal(gh), respectivamente -utilizamos esta unidad,
pues la levadura sostiene el crecimiento sobre glucosa y maltosa, de la cual obtiene el
monómero-). Aparentemente, el mutante era capaz de regular la producción de etanol
debajo de 1 mM cuando las cantidades de maltosa residual en el medio resultaban
medibles. Se podría inferir que el metabolismo de maltosa y glucosa permanece oxidativo
en la cepa SDM-l aunque las densidades de población en los matraces fueran lo
suficientemente altas como para que la participación del metabolismo fermentativo a partir
del consumo de glucosa fuera apreciable (Sg. 18B). Incluso en experimentos con glucosa
como única fuente de carbono en el mutante, se pudo observar un incremento de la
producción específica de etanol cuando la biomasa alcanzó una concentración suficiente
(Sg. 1SB), a pesar de que de acuerdo a la capacidad de consumir glucosa y etanol
simultáneamente en Candida ¡iritis, el producto de fermentación empiece a ser
metabolizado antes de que la glucosa sea completamente consumida. En ninguno de los
experimentos pudimos detectar cantidades medibles de otros productos de fermentación.
Los datos obtenidos en el mutante sugerían que esta cepa era capaz de adecuar el
metabolismo de glucosa de tal manera que permitiera el consumo de maltosa, limitando la
producción de etanol. Cuando nos preguntamos si la regulación del efecto Kluyver en la
cepa mutante pudiera ser distinta a la de la cepa parental, realizamos los siguientes
expenmentos:
‘ Confirmamos que Candida ¡iritis es capaz de asimilar simultáneamente glucosa
y etanol. De esta manera, tal como comunicaron Vraná y col. (1989) y Weusthuis y col.
(1994a), la presencia de etanol no impide el consumo de fuentes glucolíticas al darse la
presencia de la maquinaria enzimática glucolitica suficiente para asimilar glucosa (Fig. 19).
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Sg. 20. Consumo preferencial de etanol en mezcla etanol-maltosa. Crecimientos realizados en
fermentador con saturación de oxígeno. A Cepa parental. B Cepa SDM-1. Símbolos: (u)
Biomasa. (O) Maltosa. (O) Etanol. Concentraciones iniciales de sustrato: 0.1% (pI’.’).
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Sg. 21. Efecto tóxico del etanol de fermentación en el consumo de maltosa por células
desenergizadas procedentes de cultivos con glucosa. A Consumo de glucosa. B Consumo de
maltosa. C Consumo de mezcla maltosa-glucosa. Símbolos: (e) Glucosa. (O) Maltosa. (O)
Etano]. La concentración de cé]u]as fue de 3% (peso húmedo/ir>. La cepa 3092 no asimna
maltosa en ensayos similares al mostrado en la fig. B.
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en el mutante, observamos que también en nuestras levaduras, parental y mutante, no se
producía el consumo de maltosa hasta que la concentración de etanol era menor de 1 mM
(Fig. 20). De esta manera concluimos que la diana donde el etanol imposibilitara el
consumo de maltosa en Candida ¡iritis debía situarse en algún punto del metabolismo
especifico de la maltosa.
> Se obtuvieron células desenergizadas de SDM-l procedentes de la fase
exponencial de medios con glucosa. Se observó que eran capaces de consumir glucosa y
maltosa independientemente, cuando la concentración inicial era de 30 mM, durante cortos
intervalos de tiempo. Sin embargo, no se determiné la capacidad de consumir glucosa y
maltosa en un tampón con una mezcla de azúcares. Se observó que la maltosa no era
consumida puesto que las concentraciones de etanol en el tampón rápidamente superaron
el unibral de concentración de 1 mM (Fig. 21). Con este abordaje experimental,
eliminamos la posibilidad de una incapacidad de las células desenergizadas para consumir
maltosa por alguno de los mecanismos desencadenados por la glucosa conocidos, bien
inactivación del transporte, bien represión del transporte o de la hidrolasa. La inactivacién
de los transportadores requiere al menos 30 mm para eliminar el 50% de la actividad
original (Peinado y col., 1987a) y no es esperable la desaparición de la a-glucosidasa
preexistente en estas células sin capacidad de crecimiento, al menos en el tiempo de
experimentación.
Tampoco se observó un consumo de ambas fuentes de carbono en experimentos
con el mutante SDM-1, donde la cantidad de oxígeno disuelto estaba limitada por la
agitación en ]a cubeta de] fermentador (Fig. 22), tras la acumulación de etanol ¡al como














0 5 20 ±t U
Ohepo CO
Sg. 22. Cinéticas de consumo de glucosa y maitosa en fermentador. Efecto de la producción de etanol por la toma
de glucosa. Las condiciones fueron de limitación de oxígeno (flujo de aireación 0.1 vvm, agitación 100 rpm).
Símbolos: (U) Biomasa. (.) Glucosa (g/l). (o) Maltosa (g/l). (O) etanol
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Aunque no hallanos podido saber cómo, existe un mecanismo en las células que se
encuentran creciendo en un medio completo, cuando la cantidad de oxígeno inicia] es
suficiente para un consumo respiro-fermentativo, que modula el metabolismo de glucosa
en cultivos con mezclas de glucosa-maltosa, de tal manera, que hace posible el consumo
del disacárido por la cepa desreprimida por acumulación de etanol.
Cuando analizamos las constantes cinéticas y energéticas del crecimiento
determinadas con los experimentos de consumo simultánaeo de glucosa y maltosa
descubrimos que el consumo simultáneo sobre dos fuentes de carbono no implicaba
necesariamente una mejora respeto a las constantes conseguidas cuando el crecimiento se
efectuaba sobre una única fuente de carbono (Tabla XXVII).
Tabla XXVII. Parámetros del crecimiento en discontinuo en medio K con distintas fuentes
de carbono. Comparación entre los valores de la cepa 3092 y la cepa SDM-l.
glucosa 0.5% maltosa 0.5% glucosa 0.1% glucosa 0.4%




















0.38±0.01 0.27±0.03 0.35±0.01 0.39±0.01
85.95±3.8 172.0±10.2 2
4.43±0.24 1.60±0.22 22
Los datos de la cepa 3092 enne paréntesis indican los valores observados en la segunda fase de crecimiento
sobre maltosa. Los que se calcularon en la primera fase del crecimiento sobre glucosa aparecen sin ser incluidos
2
entre paréntesis. Los valores se calcularon como equivalentes de hexosas, puesto que el crecimiento se efectué
simulUneamente sobre glucosa y maltosa.
En general, el mutante crecía consumiendo las fuentes de carbono a menor
velocidad que el parental cuando el sustrato que sustentaba el crecimiento era único. El
consumo simultáneo de maltosa y glucosa no mejoraba el rendimiento final en biomasa,
cuando se comparé este valor con el conseguido en la cepa parental, independientemente
de la proporción inicial entre los dos azúcares. Sin embargo, la biomasa final podía ser
obtenida más rápidamente en el mutante que en la cepa parental. La razones de este
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fenómeno pueden residir en:
“ La cepa parental compartimentaliza su crecimiento sobre los azúcares en el
tiempo. Entre el consumo de glucosa y el de maltosa, se puede determinar una breve fase
de ralentización del crecimiento, mientras que el mutante carece de esta fase. Este período
de adaptación de la cepa parental empleado para iniciar el consumo de maltosa, significa
un retardo en el tiempo necesario para que las frentes de carbono desaparezcan del matraz.
fr La última fase del crecimiento en la cepa parental se realizó en maltosa. Ya
hemos comentado que los factores ambientales pueden afectar la tasa de consumo y de
crecimiento en las fases tardías del crecimiento. En nuestra especie de levadura se requiere,
para que el consumo de maltosa sea óptimo, una cantidad de oxigeno disuelto elevada, que
creemos no se puede garantizar en esta fase.
Al analizar la tasa de consumo de ambos azúcares por la cepa mutante,
comprobamos que tanto la maltosa como la glucosa eran consumidas sin ninguna
preferencia, siempre que la concentración residual de maltosa fuera suficientemente grande
como para que las células fueran capaces de consumirla a gran velocidad (Fig. 23).
Existen modelos que son capaces de explicar el consumo de una mezcla de fuentes
de carbono. Sin embargo, la mayor parte de ellos requieren un abordaje matemático
extremadamente complicado, a veces utilizan abordajes con escasa significación biológica
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Hg. 23. RepresentaciÓn en escala semilogarítinica del consumo de la mezcla de azdcares, a partir de los resultados
de las ng. liB y ]7C. A Interpretación de los resultados de la fig. 17B. il Interpretación de los resultados de la
fig. liC. Símbolos como en la Fig. 17.
y no siempre explican adecuadamente las cinéticas observadas (como revisión, ver Nielsen
y Villadsen, 1992). Con el fin de estudiar el comportamiento cinético del consumo de
ambos sustratos, elaboramos el siguiente abordaje:
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La levadura sostenía el crecimiento a partir del consumo de ambos azúcares. De
esta manera, la tasa de crecimiento ji, se puede explicar de esta manera:
Donde ~a«es la tasa de crecimiento fraccional sustentada por la glucosa del medio
con la mezcla de azúcares. Al determinar que la w~ era semejante al valor de ~¼(es
decir, la ¡a de crecimientos con glucosa como única fuente de carbono), resulta evidente que
en un consumo simultáneo de fuentes de carbono, Ma < ¡.~<.
El modelo de Monod puede relacionar la tasa de crecimiento con el sustrato residual
y velocidad de consumo de sustrato, según la expresión:
P~rnax~S
Ks~S
Donde Ks es la afinidad por el sustrato y la p.,,.~ es la tasa de consumo que se puede
observar cuando la tasa de consumo de sustrato es la máxima posible (q~,j. La expresión
resulta útil para identificar el motivo del hecho experimental que ocasiona que ¡su c ¡a<;
y simultáneamente que y>~ ~ O y <MM. Los parámetros que no son fijos en Ja ecuación 3.5
son Ks y n....<. Por lo tanto, parece razonable que en la afinidad y/o en la tasa a la que se
consuma el sustrato pudiera residir la explicación del fenómeno.
Con el propósito de modelizar el crecimiento en las mezclas glucosa-maltosa hemos
desarrollado una expresión de esta manera. El crecimiento exponencial se ajusta a esta
expresión:
g —q0Y0 .s-q~Y~ (3.6)
Donde q0 y q~ resultan ser las tasas de consumo de cada uno de los azúcares,
glucosa y maltosa, respectivamente. Los rendimientos que obtuvimos en los crecimientos
sobre cada una de las fuentes de carbono por separado, arrojaron valores semejantes. De





La tasa de consumo de cada uno de los azúcares se asume que puede modelizarse
en forma de una cinética de saturación en función del sustrato adicionado al medio. Así
para el caso del consumo de glucosa:
= q0»,~G (3.8)
Ks.Go




A su vez, el rendimiento Y se describe como:




Podemos despejar la tasas de consumo de sustrato, por tanto, como:
%».~G q~»~M It
a + - (X-X0) (3.11)Ks+GKsM+M (Sm ST)
Donde
5T0 es la cantidad de azúcar total inicial en el experimento y 5T’ la
concentración de azúcar total residual, como suma de la cantidad de glucosa (O) y de
maltosa (M).Y el crecimiento de la biomasa se ajusta a la ecuación:
x=x+ It(Sn..ST
)
O ~ + ~ (3.12)
IúG+G ~<~MA~
Así podemos relacionar el crecimiento de la biomasa con las afinidades para el
consumo de ambas fuentes de carbono y de las tasas máximas de consumo.
‘ La afinidad por el sustrato es distinta en cultivos con mezclas de fuentes de
carbono y en cultivos con una única fuente de carbono. Con el fin de estudiar la
afinidad del mutante en cultivos con mezclas de sustratos podemos despejar el valor de
afinidad para el consumo de glucosa (L
0) y de afinidad para el consumo de maltosa
(KsM), en función de los valores de consumo qom~ y q>~m.,< Se puede fijar los valores de
qomn y o><,,~ teóricos, si se asume que son semejantes a los deducidos en los crecimientos
con maltosa o glucosa como fuentes únicas de carbono. Esta aproximación es posible si
se considera que la capacidad máxima para consumir una fuente de carbono es un
parámetro especifico de cepa y de las condiciones físicas en las que el microorganismo es
crecido, con independencia de la presencia de otras fuentes de carbono alternativas. Los
valores de ji introducidos en el ajuste son las tasas de crecimiento instantáneo para cada
una de las fases de cultivo (Tabla XXVIII).
Tabla XXVIII. Afinidades para el consumo de distintos sustratos calculadas en cultivos
discontinuos en la cepa SDM-l’.
glucosa maltosa glucosa 0.1%- glucosa 0.4%-
0.5% 0.5% maltosa 0.4% maltosa 0.1%
Ks 1(5 KSM
1.68±0.33 13.2±1.8 3.80±0.88 15.2±2.43 2.83±0.85 13.9±1.97
Valores de ICs dados en mM. Se asume que los valores de ql», para cada uno de los azúcares es semejante a
la calculada en cultivos con fuentes de carbono puras.
Al determinar las Ks, se obtuvieron resultados sorprendentes. La Ks de la maltosa
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resulté estar en el rango de concentración de maltosa similar a la calculada en cultivos con
maltosa pum. Esto puede explicar las pendientes de consumo de mahesa mostradas en las
Fig. 23. Sólo cuando la cantidad de maltosa residual alta, la cinética de consumo del
disacárido es paralela a la formación de biomasa. Sin embargo, cuando la coikentración
de maltosa en el matraz fue menor de 1 gIl, la levadura era incapaz de mantener la tasa de
consumo que mostraba en las fases iniciales del crecimiento.
Sin embargo, la Ks de la glucosa resulto superior a la calculada en cultivos puros
de glucosa en matraz. Así con la hipótesis que considera invariables las tasas máximas de
consumo de un azúcar, se obtiene que la afinidad modulable es la de la glucosa.
fr La q,~ para un azúcar determinado es dependiente de la existencia de otras
fuentes de carbono en el medio. En este caso, la afinidad por cada una de los azúcares
sería constante. Esta hipótesis asumiría que el metabolismo de una fuente de carbono
alternativa perturbara la capacidad del microorganismo para consumir una fuente de
carbono.
Los valores obtenidos se presentan en la siguiente Tabla XXIX.
Tabla XXIX. Tasas de consumo de distintos sustratos calculadas en cultivos discontinuos
en la cepa SDM-l’.
glucosa maltosa glucosa 0.1%- glucosa 0.4%-
0.5% 0.5% maltosa 0.4% maltosa 0.1%
qD.SXO qlflflM qmuo qinaxM
4.89±0.52 1.78±0.03 1.33±0.09 1.67±0.15 4.42±0.30 1.31±0.15
Valores dados en mmol sustrato/(glx). Se asume que los valores de Ks en los crecimientos con mezclas de
fuentes de carbono son semejantes a las obtenidas en cultivos con azúcares puros.
De nuevo, podemos modelizar un comportamiento de la levadura donde el consumo
de maltosa no estaría afectado seriamente por la presencia de distintas cantidades de
glucosa. Sin embargo, la capacidad para consumir glucosa sí dependería de la
concentración externa del azúcar en el medio.
b Tanto la afinidad por los sustratos, como la velocidad a la que estos se
consumen se efectan en cultivos con mezclas de fuentes de carbono. En este caso, el
ajuste matemático impone la estimación de cuatro parámetros. Los resultados obtenidos por
los métodos de regresión no lineal, no fueron aceptables. Se pueden calcular distintas
soluciones a cada uno de los parámetros a estimar con semejante correlación. Sin embargo,
la mayor parte de estas soluciones no tienen un significado fisiológico. Así no pudimos
determinar si existen alteraciones simultáneamente en la afinidad y la constate de consumo
máximo de los azúcares.
De esta manera, podemos explicar el consumo de dos fuentes de carbono con dos
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abordajes cuyas soluciones tienen implicaciones fisiológicas, que tratamos a continuación.
Para ello es preciso considerar la secuencia del circuito del consumo de azúcares, donde
el sustrato primero es transportado y luego metabolizado, podemos encontrar la causa más
probable que ocasionara que la afinidad por glucosa dependiera de la presencia de otras
fuentes de carbono.
Así la variabilidad de la Ks~ tendría sustanciación a partir de algunos resultados
obtenidos de estudios con Saccharomyces cerevisiae crecida en discontinuo, donde se
comprobó que la capacidad total para transportar glucosa, al examinar tanto la Vmax como
la Km aparentes, podría estar condicionada por factores ambientales o concentración de
nutrientes (Serrano y De la Fuente, 1974; Walsh y col., 1994a; Gon~alves y Loureiro-Dias,
1994). Otro estudio indicaba la aparente regulación del transporte de alta afinidad de
Saccharomyces cerevisiae cuando la cepas cerveceras y de laboratorio de esta levadura eran
crecidas en la presencia de distintas cantidades de maltosa (Ernandes y col., 1992).
Diferentes trabajos concluyeron que el transporte de glucosa también en Candida utilis
pudiera estar regulado en función de la concentración de glucosa en el medio en cultivo
continuo (Postma y col., 1988; Peinado y col., 1989) o en ensayos iii vitro (Barnett y Sims,
1976).
A su vez, es posible explicar el cambio aparente de la capacidad máxima de
consumo de azúcares. El metabolismo de la glucosa y de la maltosa difieren en los pasos
del transporte y de la hidrólisis necesaria del disacárido. Por lo tanto, se podría situar el
motivo fisiológico en dos niveles distintos, transporte e hidrólisis o en el metabolismo
posterior. La suma de ambos factores resultará en la Usa glucolítica efectiva de los
azúcares. La tasa de crecimiento está directamente relacionada con la velocidad del
metabolismo, de cuya magnitud da idea la tasa de consumo de las fuentes de carbono.
Podemos expresar esta relación de esta manera:
ItItmax( glucOILflS ) (3.13)
~ucolfrismáxima
Esta expresión sería cierta si se considerara que, para cualquier concentración de
sustrato, la levadurapuede convertir los azúcares en biomasa con una efectividad constante.
Esta efectividad sería similar a Y. Esto es lo que sucede en nuestros resultados
experimentales, pues no hemos encontrado diferencias sustanciales en los Y con los
distintos azúcares, fueran únicas o en mezclas, a pesar de que las tasas de consumo eran
variables en función de los sustratos. Además, se ha descrito que el rendimiento en
crecimientos sobre fuentes glucoliticas es aproximadamente constante a lo largo de la
mayor parte de las tasas de crecimiento en Candida ¡allis (Schwartzkoff y Rogers, 1982;
Postma y col., 1988; Peinado y col., 1989). Sin embargo, si considerásemos la ecuación
3.13 para Saccharomyces cerevisiae, deberíamos introducir un factor de correción que
estuviera en función de la concentración de sustrato. Esta levadura es Crabtree positiva, es
decir, cuando la concentración de azúcares es suficientemente alta, el metabolismo
preferente es el fermentativo, lo que puede ocasionar cambios en la relación de la cantidad
de sustrato que se ha de consumir para que se forme cierta cantidad de biomasa.
Distintos autores indican que la capacidad para consumir un sustrato está
fuertemente relacionada como la velocidad con que este sustrato, maltosa o glucosa, es
transportado dentro de la célula, al menos en el caso de Saccharomyces cerevisiae (como
revisiones ver van Uden, 1967; Lagunas y col., 1982; Osinga y col., 1988; Osinga y col.,
1989; Gancedo y Serrano, 1989; Weusthuis y col., 1994b). Se podría esperar que la adición
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de otra fuente de carbono, además de la glucosa, aumentara la M observada en cultivos con
glucosa como fuente única, puesto que la maltosa y la glucosa no comparten los mismos
sistemas de entrada en la célula. Es decir, se esperaría un efecto aditivo en los cultivos
mixtos, donde la ¡s fuera la suma de las tasas de crecimiento de la levadura sobre cada una
de las fuentes de carbono. Al contrario, el valor observado de ¡s en los cultivos con mezclas
de fuentes de carbono no es muy distinto de la tasa de crecimiento encontrada en cultivos
con glucosa. De esta manera, podemos conjeturar que las etapas de transporte tienen poco
efecto en las capacidades máximas de consumo de sustrato cambiantes. Más bien, podemos
presuponer que en ambos casos se ha llegado a una saturación del flujo metabólico. Esta
conjetura viene avalada por los resultados encontrados en la bibliografía. Con la técnica
del cultivo continuo se ha determinado que el flujo estable de hexosas en cultivos con
glucosa se sitúa en Lomo a 5 mmol/gt (Postma y col., 1988; Peinado y col., 1989), siendo
superiores a las de consumo de maltosa. Podíamos deducir que la tasa máxima de consumo
de hexosas podría encontrarse en los cultivos con glucosa. Nuestros resultados en la
determinación de las tasas de consumo de glucosa en cultivos discontinuos se acercan a
esta valor máximo. Por lo tanto, pudieramos presumir que la tasa de glucolisis en cultivos
con glucosa como única fuente de carbono estañan cercanos a la saturación de la glucolisis.
En crecimientos con la mezcla de azúcares, puesto que la tasa de crecimiento era semejante
a la de cultivos en glucosa, también asumimos una situación cercana a la saturación del
flujo glucolítico, siendo la levadura incapaz de alcanzar una mayor tasa de crecimiento.
Por lo tanto, aparentemente, cuando la glucosa y la maltosa son transportadas dentro
de la levadura, ésta es incapaz de distinguir la procedencia de las hexosas resultantes y
ajusta su flujo metabólico al máximo que impone las condiciones experimentales. De esta
manera, las cantidades excedentes de sustrato se acumularían en la célula sin ser
consumido. El parámetro afectado en este caso, sería q,»~. Esto no sería esperable si en
nuestra levadura la fosforilación de la glucosa procedente de maltosa se llevara a cabo
específicamente por la glucoquinasa, como sugiere Clifton y col. (1993), pues introduciría
un nuevo factor diferencial en el metabolismo de maltosa. Así, los experimentos con la
técnica del cultivo discontinuo apuntan la posibilidad de que esta modulación resida en la
saturación de la glucolisis, aunque en capítulos posteriores discutamos la posible
intervención de la capacidad del transporte de glucosa en el mutante en este fenómeno
observado en crecimientos en fuentes mixtas (apartado 3.6.2.3.).
Todos los análisis hicieron sospechar que el consumo de glucosa sería el sujeto de
regulación en mezclas de fuentes de carbono, mientras que los parámetros del consumo de
maltosa serían casi constantes con independencia de la presencia de glucosa. Creemos que
la razón reside en las etapas específicas del metabolismo de maltosa. Peinado y col.
(1987a), demuestran la importancia del transporte e hidrólisis de este disacárido para su
posterior metabolismo. Ya hemos descrito que la actividad hidrolasa de maltosa es
insensible a regulación por glucosa o por maltosa, de forma que el flujo de maltosa que
se metabolizaría sería constante en nuestras condiciones experimentales. Los análisis del
consumo de la mezcla de fuentes de carbono indicarían que también la capacidad para
transportar el disacárido también sería independiente de la presencia de glucosa.
Sin embargo, las reflexiones realizadas en este apartado abren la puerta para
preguntarse por el papel regulador de la velocidad del consumo de glucosa ejercido por el
transporte del azúcar, coincidiendo con la observación de que la tasa de consumo de
glucosa q depende de la velocidad de crecimento y concentración de glucosa en cultivo
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continuo (Peinado y col., 1989).
Por otro lado, cuando el crecimiento se realizó sobre glucosa y etanol, el mutanre
consiguió unos rendimientos en biomasa similares a la cepa parental, aunque la cepa
mutante es capaz de crecer más rápido que la parental (Tabla XXX). Aparentemente, el
mutante 5DM- 1 consigue que la proliferación celular se efectúe por el metabolismo de las
fuentes gluconeogénica y glucolítica simultáneamente de forma más efectiva que la cepa
parental.
Podemos concluir, a la vista de los resultados globales obtenidos con los
crecimientos en mezclas de sustrato, que el caracter desreprimido de la levadura no implica
ventajas sustanciales sobre la cepa parental 3092 y que para que el consumo de maltosa
sea suficientemente rápido se requiere una alta concentración de maltosa en el medio.
Tabla XXX. Parámetros determinados en los cultivos con mezclas
Comparación entre la cepa parental y la cepa SDM-].
de glucosa-etanol.





¡s (h~’) 0.32±0.02 0.32±0.02
Y (g/g) 0.59±0.03 0.66±0.04





ji (11’) 0.30±0.01 0.41±0.02
Y (g/g) 0.57±0.03 0.69±0.04




Unidades en g de sustrato consumido cada hora por g de biomasa, debido
sustratos utilizados.
a la diferente naturaleza de los
3.5.3.3.2. Cultivos continuos en mezclas. La aplicación comercial de Candida ¡allis
requiere, en general, la utilización de esta técnica. Fue necesario, por tanto, estudiar el
comportamiento del mutante SDM-1, que mostró un carácter desreprimido estable en
cultivos en matraz, en cultivos continuos.
La primera aproximación fue la caracterización de los parámetms cinéticos del
mutante en crecimientos en fuentes de glucosa o maltosa puras (Fig. 24).
Al ajustar los resultados obtenidos cuando se utilizó glucosa como frente de
carbono, nos encontramos el siguiente problema. De forma rutinaria, el ajuste de los
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flg. 24. Cultivos continuos con distintos azúcares de la cepa SDM-l. A Cultivo continuo con
glucosa. e Cultivo continuo con maltosa. Símbolos: (u) Biomasa (g/l). (e) Glucosa residual
(mM). (o) Maltosa residual (mM). (O) Etanol de fermentación (mM). (O) Rendimiento Y,~
(glg).
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embargo este modelo tiene unas restricciones. Entre ellas, asume que el sustrato limitante
es consumido por un único sistema. Hemos descrito ya, que, al menos en el caso de la
glucosa, existe un sistema de transpone activo, y otros autores han comunicado la
existencia de, al menos dos sistemas de consumo de glucosa con afinidades distintas para
el sustrato (Postma y col., 1988; Peinado y col., 1989). Con el fin de comprobar un
comportamiento similar en la cepa SDM-1 en crecimientos con glucosa, realizamos un
análisis sobre la relación del sustrato residual y la tasa a la que se consume el sustrato de
acuerdo a la representación de Hanes (Fig. 25A). Las constantes deducidas, según la
ecuación 3.14, revelan que, aparentemente, también esta levadura dispone de dos sistemas




Esta técnica de ajuste ha sido aplicada en los estudios de afinidades por sustrato en
cultivos continuos. Según Henderson (1992), facilita la estimación inicial de los parámetros
que se desea estimar. Las constantes estimadas con este procedimiento se muestran en la
Tabla XXXI.
Tabla XXXI. Parámetros deducidos por el ajuste de Hanes en cultivo continuo de SDM-l
en glucosa1.







Valores dados en las siguientes unidades: Ks en mM; tasa máxima de
glucosal(gii). Les valores obtenidos fueron calculados por regresión lineal.
consumo de sustrato en mmol
El cálculo de los valores de la ecuación de Hanes por regresión lineal no resultó el
más aconsejable. Ya se ha comentado las ventajas ofrecidas por la estimación mediante
regresión no lineal. Sin embargo, la escasa cantidad de glucosa residual obtenida en las
fases estables de crecimientos, impidieron un despliegue de los puntos experimentales a lo
largo de todo el eje de abcisas, por lo que no fue posible otro tipo de análisis. Las distintas
afinidades calculadas, parecen que se corresponden con sistemas de transporte de glucosa
diferentes contenidos en Candida utilis, según las conclusiones de Postma y col. (1988) y
Peinado y col. (1989). De esta manera, aparece una relación entre la capacidad para
transportar glucosa y la afinidad con que esta se consume. Esta conclusión no es
contradictoria con los resultados expuestos en el apanado 5.3.3.1, puesto que entonces
trabajábamos con concentraciones saturantes de glucosa. Por eso, habíamos presumido que
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Fig. 25. Representación de Hanes, para la determinación de las afinidades del consumo de
azúcares en cultivo continuo. A Consumo de glucosa (datos de la fig. 24A). B Consumo de
maltosa (datos de la fig. 24B). Las lineas punteadas representan el ajuste obtenido. El eje de
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Fig. 26. Actividades enzimáticas encontradas en el cultivo continuo con maltosa de la cepa
SDM-1. A Actividad «-glucosidasa. B Actividad hexoquinasatotal (fosforilación de glucosa).
C Actividad invertasa externa.
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glucosa. Sin embargo, la técnica de cultivo continuo permite obtener poblaciones con tasas
de consumo de sustrato estables controladas. Durante la mayor parte de la experimentación,
estas tasas no saturan la capacidad catalítica de la levadura, por lo que el transporte
marcaría la tasa de el consumo. De cualquier manera, este tema será discutido en
profundidad en un apanado posterior.
Comprobamos, sin embargo, que la realización de un ajuste a una cinética de
Monod, ofrece unos parámetros que pueden explicar razonablemente la evolución de la
biomasa en todo el rango de diluciones empleado (Tabla XXXII). Este dato será utilizado
en los estudios con mezclas de azúcares.
Tabla XXXII. Parámetros de ajuste al modelo de Monodt.
Dm,x (ti’) ~mo (g/g) ~ Ks (mM)
0.524±0.010 0.596±0.02 4.884 0.138±0.010
La tasa de consumo máxima se deduce de acuerdo a la fórmula q=DIY.
9
0.979
Así, la Ks globales dadas por los ajustes de Hanes y Monod son semejantes. Y de
igual manera, el valor de D,,~, considerando todo el rango de concentraciones de glucosa
es parecido en el modelo de Hanes (0.491±0.102ti’) y en el de Monod.
Se estudió la posible existencia de defectos en el mutante que afectaran a una
asimilación efectiva del sustrato. Aunque los resultados de cultivos en discontinuo
mostraron que no era probable que se dieran estos defectos, la técnica aplicada ahora es
un potente instrumento para revelarlos por el modelo de Pirt, en forma de un término de
mantenimiento (m) alto. La bibliografía ofrece ejemplos de valores altos de m en el caso
de levaduras afectadas en su metabolismo o intoxicadas (p. ej. Verduyn y col., 1992). Este
parámetro hace referencia a la cantidad de sustrato que es tomado por el microorganismo
sin que se registre un crecimiento de la población. Los parámetros ajustados mediante este
procedimiento indicaron un valor de m nulo (m=-0.028±0.022mM, 9 =0.98), con lo que
podemos descartar la existencia de fenómenos de metabolismo de glucosa desequilibrada
en el mutante, consistente con las valoraciones de este parámetro en otras cepas de
Candida uzilis (Verduyn y col., 1991).
Tabla XXXIII. Parámetros de ajuste al modelo de Monod en la cepa
Dma (IV’) Y»,,, (g/g) q~ Ks (mM)
0.554±0.009 0.570±0.02 5.399 0.110±0.010




Los parámetros obtenidos con nuestros ajustes son muy semejantes a los que se
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pueden calcular para la cepa parental 3092, según los resultados del cultivo continuo del
apartado 3.2.2. (Tabla XXXIII). Aunque es de resaltar que la tasa de consumo máxima
de glucosa y la D,~ son menores en el mutante, confirmando las conclusiones en los
estudios con cultivos discontinuos.
Por otro lado, se estudi6 la evoluci6n de la producción de etanol a lo largo de las
tasas de dilución. Confirmamos que en las condiciones experimentales utilizadas, no se
producen cantidades significativas de etanol, pues se garantiza una correcta presión de
oxígeno disuelto.
En el análisis de los resultados realizados cuando la fuente de carbono fue maltosa,
encontramos que el metodo de Monod podía ajustar los valores experimentales mejor que
en los cultivos con glucosa. La razón de esto es que el sustrato se consumía,
aparentemente, con una afinidad única en el rango de concentraciones de maltosa utilizado
(Fig. 25B, con el ajuste de Hanes). Esta afinidad resultó semejante a la Km de transporte
deducida por Peinado y col. (1987a) y van den Broek y col. (1995). De esta manera, el
mutante SDM-l, reproduce las conclusiones avanzadas para Saccharomyces cerevisiae y
Candida utilis, donde las cinéticas de transpone aparecen monofásicas (Benito y Lagunas,
1992; Gamo y col., 1995; Peinado y col., 1987a; van den Broek y col., 1995). Los valores
de los parámetros calculados se ofrecen en la Tabla XXXIV.
Tabla XXXIV. Parámetros de ajuste al modelo de Monod en cultivos con maltosa de la
cepa SDM-l’.
~ (IV’) Y~ (g/g) q1~ Ks (mM) e
0.427±0.009 0.601±0.010 2.089 0.221±0.053 0.99
La tasa de consumo máxima se deduce de acuerdo a la fórmula qDIY.
Comprobamos, que aunque la maltosa es un sustrato glucolitico, la D~ calculada
es sensiblemente inferior a la que se calculó en los cultivos con glucosa. Es esperable que
en ambos casos, la levadura posea una maquinaria glucolítica para consumir los sustratos
del medio de cultivo. Suponemos, por tanto, que la razón de las diferencias respecto a la
capacidad de crecimientos con ambos azúcares se encuentre en una fase temprana del
metabolismo. Estudiamos la evolución según la D de una de las enzimas especificas del
metabolismo de maltosa: la cz-glucosidasa, de otra actividad compartida en el consumo de
glucosa y maltosa, como la hexoquinasa, junto con un control de una actividad no
relacionada con el consumo de maltosa, invertasa (flg. 26).
Encontramos que el nivel de la actividad a-glucosidasa depende de la tasa de
crecimiento de la levadura. Este resultado contradice, aparentemente, las conclusiones
procedentes de los estudios realizados en cultivos discontinuos. Sin embargo, encontramos
que los cultivos discontinuos alcanzan unas tasas de crecimientos sensiblemente inferiores
a los cultivos continuos. La actividad a-glucosidasa es similar en ambas condiciones, al
comparar los valores obtenidos con ambas técnicas de cultivo. Por otro lado, encontramos
que el declive de biomasa se correlaciona con la bajada de actividad c¿-glucosidasa en
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cultivo continuo con maltasa. Sin embargo, el nivel de actividad hexoquinasa excede la
capacidad para consumir maltosa, incluso a las máximas tasas de dilución utilizadas. El
control efectuado con el análisis de la invertasa, muestra que esta enzima no depende de
la msa de crecimiento de la levadura. Confirmamos así que la menor capacidad de
crecimiento del mutante al utilizar maltosa al compararla con otra fuente glucolítica, se
debe a factores que afectan al metabolismo específico de la maltosa.
El mutante tiene una capacidad de crecer en maltosasensiblemente menor y muestra
una afinidad por el sustrato mayor que la cepa parental, de acuerdo a los datos que
encontramos en el análisis del crecimiento continuo de la cepa 3092 (Fig. 27 y Tabla
XXXV). También la cepa parental asimiló maltosa de forma que se pudo modelizar la
cinética de consumo a un solo sistema, como era esperado por los datos de la cinética de
transpone de maltosa contenidos en Peinado y col., (1987a).
Examinamos ahora otra cuestión: la velocidad máxima de crecimiento que se puede
conseguir en cultivo continuo es mucho mayor que la que se observó en cultivos
discontinuos en ambas cepas. La afinidad mostrada en cultivos discontinuos es mucho
menor la ofrecida en continuo. Esto indica que la concentración inicial de maltosa no llega
a saturar la capacidad máxima de la levadura en cultivos discontinuos, por lo que la ji
observada no pudo ser la máxima. La razón de este fenómeno, pudiera encontrarse en las
condiciones ambientales cambiantes propias de los cultivos discontinuos. Un parámetro
como el pH externo pudiera influir: En Saccharomyces cerevisiae el transporte de maltosa
se realiza mediante un sistema de simporte de protones, de forma que los EV del medio
actúan como un co-sustrato para los transportadores. Las variaciones de pH externo,
importantes en cultivos discontinuos, influyen notablemente en la capacidad de la levadura
para transportar maltosa (Loureiro-Dias y Peinado, 1984). Un sistema de transpone de
maltosa mediado por protones, también ha sido propuesto para Candida ufihis (van den
Broek y col., 1995) en vesículas artificiales de membrana plasmática. Sin embargo, en
Candida ¿allis no hemos medido movimiento de protones asociado al transporte de maltosa
en células enteras desenergizadas. De esta manera, la medida del transpone de maltosa se
ha venido realizando con el uso del análogo PNPG (Peinado y col., 1987a). De cualquier
manera, puesto que se ha sugerido una relación entre la concentración de protones y la
capacidad para transportar maltosa, el transporte pudiera verse influenciado por pH de igual
manera que en Saccharomyces cerevisiae.
Como comprobamos en el consumo de glucosa, también la asimilación de maltosa
se realiza, mediante un metabolismo netamente oxidativo, de acuerdo a la respuesta
positiva con este disacérido en el estudio del efecto Kiuyver.
Una vez que se estudió el comportamiento de la cepa mutante en cultivos con
azúcares puros, procedimos a estudiar los parámetros de un cultivo mixto, donde las
concentraciones iniciales de maltosa (0.3% (p/v)) y glucosa (0.1% (p/v)), reproducen las
condiciones experimentales de Peinado y col. (1987a) (Fig. 28).
Se empezó a encontrar maltosa libre en el medio a unas tasas de dilución inferiores
a las indicadas por Peinado y col. (1987a). El motivo pudiera ser la persistencia de
represión catabólica en el mutante en cultivo continuo. Sin embargo, no creemos que este
sea el motivo, por las siguientes razones:
> En primer lugar, Peinado y col. (1987a) comunican que la maltosa empieza a no
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Fig. 27. Cultivo continuo con maltosa de la cepa parental. A Evolución de la biomasa y
maltosa residual en el fermentador. B Actividad «-glucosidasa. C Actividad hexoquinasa
(ensayada por fosforilación de glucosa). D Actividad invertasa. Símbolos: Fig. 27A (u)
Biomasa. (o) Maltosa. (O) Etanol. En las otras fig. (O) representa la actividad enzimática
determinada.
Resultados y discusión 80
represión (0.5 mM). Este no es el caso, el aumento de concentración de maltosa residual
se da cuando la concentración de glucosa residual un orden de magnitud menor (0.06 mM).
Ya hemos comentado que en cultivos discontinuos de mezclas de glucosa y maltosa, el
carácter desreprimido de la levadura se mantiene incluso con concentraciones de glucosa
40 veces superiores al umbral de represión de la cepa 3092, por lo que carece de sentido
que concentraciones tan pequeñas de glucosa puedan ocasionar represión en el mutante.
La evolución de la biomasa en función de la msa de dilución puede ser
modelizada según una estimación de un consumo simultáneo de maltosa y glucosa en todas
las tasas ensayadas.
El modelo aplicado fue el de Monod para un consumo de 2 fuentes de carbono
KtD K~D
X=YM’(MO M U (3.15)
D»,~ -D’0’ O
Los parámetros utilizados fueron: M
0 y G0, los correspondientes a las
concentraciones de glucosa y maltosa en el reservóreo. ‘VM e Y0 fueron de 0.6 g/g, pues
el rendimiento fue independiente de la naturaleza de las fuentes de carbono. Los valores
de afinidades fueron sustituidos por los correspondientes al análisis de los parámetros de
los ajustes de Monod para todo el rango de concentraciones en los cultivos con los
azúcares puros.
La curva obtenida se muestra en la flg. 28B, donde se observa un buen ajuste entre
los puntos experimentales y los valores teóricos. De esta manera, los resultados del
continuo responden al supuesto donde la generación de biomasa se efectúa por la suma del
crecimiento en ambas fuentes de carbono, sin interacciones entre ellas.
Tabla XXXVI. Parámetros deducidos por el
1 en mezclas glucosa-maltosa’.
ajuste de Hanes en cultivo continuo de SDM
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Cuando analizamos la relación de la tasa de toma de sustrato y la concentración
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flg. 28. Cultivo continuo en mezclas de glucosa-maltosa. Demostración de la desrepresión de
la cepa SDM-l en condiciones fisiológicas. A Cultivo continuo con la cepa parental
(reproducido de Peinado y col., 1989). B Cultivo continuo de la cepa SDM-l. Símbolos: (u)
Biomasa (g/l). (e) Glucosa residual. (O) Maltosa residual. La línea punteada en la f¡g. 27B
representa la evolución teórica de la biomasa, asumiendo una asimilación simultánea de glucosa
y maltosa (más detalles en el texto).
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de estimar los valores de q individuales para glucosa y maltosa, determinados según la
ecuación 3.16, se obtiene la Tabla XXXVI.
D ~(S0— S) (3.16)
Donde S~ y 5 son las concentraciones en el reservóreo y residuales,
respectivamente, de cada uno de los azúcares individuales.
Se ha descrito en E. coli y otros microorganismos, que la afinidad por la toma de
sustratos en mezclas de fuentes de carbono disminuye, cuando se la compara con los datos
de cultivos con sustratos únicos, sin que estén muy claras las causas del fenómeno (Egli
y col.,1992; Egli y col., 1993). La cantidad residual de los azúcares en el femientador
dependen de las proporciones de sustrato iniciales, la naturaleza de la mezcla de sustratos
y el patrón de la regulación de las enzimas implicadas en el metabolismo de éstos. Esta
puede ser la razón que explica la alta tasa de crecimiento de los microorganismos en
ambientes naturales, donde la disponibilidad de nutrientes es muy limitada.
Durante la mayor parte de las diluciones utilizadas, la glucosa se consume mediante
el sistema de alta afinidad, que ya ha sido descrito en los cultivos continuos con glucosa.
Sin embargo, el incremento de afinidad por maltosa es notable. Sólo a las mayores tasas
de dilución, la afinidad por este disacárido disminuye. Hemos relacionado este hecho con
la pérdida de actividad «-glucosidasa ocurrida a estas diluciones, como sucedía en los
cultivos con maltosa (Fig. 29). Sin embargo, el cambio de afinidades en la toma de la
mezcla de fuentes de carbono, no implica un aumento de la biomasa final obtenida, puesto
que las constantes de crecimiento calculadas en los cultivos sin mezcla de azúcares, pueden
explicar la evolucioón de la biomasa. Tampoco se alteran, aparentemente, la DmáLX del
mutante con los crecimientos parciales al utilizar cada uno de los azúcares.
Concluimos por tanto que en cultivos en mezclas de azúcares, el mutante mantiene
el carácter desreprimido que fue observado en todos los experimentos anteriores. Este dato
adquiere importancia por el tiempo requerido para la realización de un experimento de
cultivo continuo. Fue preciso en tomo a 300 generaciones celulares para completar el
experimento y en este intervalo de tiempo ningún mutante con carácter reprimido
restaurado desplazó a la población original.
El que la tasa de dilución inicial donde aparece maltosa sin consumir en el medio
sea inferior que la hallada en la cepa parental, es debido a la menor D02~ mostrada en el
mutante comparada con la cepa parental. En principio, esto pudiera resultar una desventaja
si se pretendiera utilizar el mutante en sustitución de la cepa parental para la obtención de
biomasa microbiana o para la depuración de residuos con alta cantidad de materia orgánica.
Sin embargo, durante un intervalo de D, la fuente de carbono detectada en el efluente
resutó ser maltosa casi pura. De esta manera, se descubre una posible aplicación en la
utilización del mutante para la purificación de azúcares en mezclas de azúcares.
3.5.3.4. Regulación de distintas actividades enzimáticas por el flujo glucolítico.
A lo largo del apanado anterior, hemos descrito que las actividades enzimáticas estudiadas
en el mutante SDM-1 variaban según la D a la que fueron tomadas las muestras. Esto
parece contradictorio con los datos obtenidos en discontinuo, donde se observó la pérdida
casi absoluta de regulación de la actividad a-glucosidasa y, parcialmente, de la invertasa.
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En el primer caso, observamos que la actividad de hidrólisis de la maltosa puede depender
de la velocidad del flujo metabólico. Este dato adquiere importancia desde el punto de vista
de una hipotética aplicación comercial del mutante, pues la técnica de cultivo continuo
parece ser el modo de obtención de biomasa que encarece menos oneroso. Se ha
comunicado, en estudios de cultivo continuo, que cierta actividades enzimáticas y la
cantidad de RNAm que contiene la información para la síntesis de las enzimas están
sometidas a una regulación dependiente del flujo metabólico (Sierkstra y col., 1992;
Sierkstra y col., 1993; Sierkstra y col., 1994). Estos autores no identifican la causa íntima
del fenómeno, pero investigaciones del grupo del Prof. Zimmermann sugieran que la
acumulación de determinados metabolitos condicionan el grado de actividad y velocidad
de transcripción de determinados genes glucoliticos (Boles y col., 1993a y b; MUller y col.,
1995; Boles y col., 1996).
Para confirmar la importancia del flujo glucolitico en la cantidad de actividad
enzimática en el mutante, hicimos los siguientes experimentos basados en este abordaje
experimental:
Utilizamos la técnica de cultivo continuo con un sustrato, cuyo consumo procurara
un flujo metabólico alto. Este sustrato debería ser glucolitico, pues básicamente con este
tipo de residuos se ha venido produciendo Candida utilis. Además, la regulación del
consumo de este sustrato no debe ser muy compleja. Por último, el sustrato no debe
desencadenar represión catabólica.
Un candidato perfecto seda la galactosa, utilizada en los trabajos con
Saccharomyces. Sin embargo, este sustrato no es asimilado por Candida utilis (ver Tabla
XXIV). Elegimos la sacarosa como fuente de carbono. Es un sustrato no represor, como
determinamos en los ensayos con la cepa parental (Fig. 5), capaz de sustentar una tasa de
crecimiento alta (Tabla XX) y, en la misma cepal, parece que su utilización solo está
sujeta a represión catabólica. Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. 30.
La a-glucosidasa depende fuenemente de la tasa del flujo de consumo del sustrato.
Se observa una curva parecida a la que se observa en un experimento similar con la cepa
3092 (flg. 5), y a la obtenida con cultivos con maltosa en la cepa SDM-1 (Fig. 26). Sin
embargo, existen fuenes diferencias: En primer lugar, la actividad encontrada en los
ensayos con un flujo metabólico lento (a bajas D), es 4 veces superior a la encontrada en
la cepa parental. En segundo lugar, aunque la actividad disminuía fuertemente cuando la
tasa de dilución era alta y existían cantidades apreciables de glucosa libre en el medio, los
valores determinados se corresponden con los niveles basales de actividad de la cepa
parental (en tomo a 10 U) medida en condiciones de desrepresión en cultivo continuo. En
ningún caso, esta actividad cayó hasta los niveles de represión de la cepa parental.
En todas las tasas de dilución ensayadas, la cantidad de actividad total fosforilante
de glucosa fue superior a la tasa de consumo del sustrato.
Fue, sin embargo, sorprendente la regulación de la actividad invertasa. La evolución
de esta actividad fue inversamente proporcional a la tasa de dilución. Ya mostramos que
la invertasa está parcialmente desreprimida en la cepa SDM-l. Aparentemente, la cepa no
necesitaba la presencia de sacarosa para que la actividad fuera alta en cultivos discontinuos.
Un problema planteado en el análisis de esta actividad es que se localiza en el exterior de
las células, de esta manera, la invertasa es lavada junto a las células y medio. Se podría
sugerir que nosotros estamos midiendo un lavado de las enzimas que hidrolizan sacarosa.
Tenemos que precisar que las determinaciones se realizaron durante las fases de
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Fig. 30. Cultivo continuo de la cepa SDM-l con sacarosa. A Evolución de la biomasa,
azúcares residuales y actividad hexoquinasa total con la msa de dilución. B Actividades a-
glucosidasa e invertasa a las distintas D ensayadas. Símbolos: (U) Biomasa. Actividad
fosforilante de hexosas: (O) en ensayos con fructosa, (O) en ensayos con glucosa. (A) Sacarosa
residual. (A) Glucosa residual procedente de la hidrólisis de sacarosa. (•) Actividad a-
glucosidasa. (‘C>) Actividad invertasa.
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crecimiento estables; de esta manera medíamos, como en el resto de actividades ensayadas,
la actividad específica contenida en el fermentador. Esta es independiente de la Usa de
lavado y es un carácter propio de la población estable del fermentador. Las unidades
utilizadas para la invertasa se refieren a la capacidad de hidrólisis de sacarosa por unidad
de volumen, pues es este el modo más común de cuantificar actividades extracelulares en
cultivo continuo. Una posible explicación a la evolución de la actividad es que la densidad
celular decreciera cuando la D fuera alta. Observamos que esto no ocurre. Los cambios de
concentración de biomasa no son suficientes para explicar una variación del orden de 6
veces de actividad a lo largo de todas las D estudiadas. Así, parece, que al igual que lo
visto en la cepa parental, la invertasa está regulada negativamente por el metabolismo de
su propio sustrato.
Cuando observamos la evolución de esta actividad en la cepa parental y en la
mutante con distintas fuentes de carbono, encontramos, que en general, la actividad
desciende cuando aumenta la tasa de dilución. Aparentemente, este efecto es independiente
de la acción de la represión catabólica. Esto se puede observar también en la cepa SDM- 1
en cultivos con glucosa, en las fases donde la cantidad de glucosa es muy reducida, se
reproduce el panorama respecto a la actividad a-glucosidasa e invertasa que observamos
en el cultivo continuo con sacarosa (Fig. 31).
Así se puede concluir que en las cepas parental y mutante, el nivel de las
actividades enzimáticas implicadas en el consumo de distintas fuentes de carbono depende
fuertemente de la tasa metabólica a la que crece las levaduras. Es un efecto independiente
de los fenómenos de inducción y represión. Esta respuesta a la velocidad de flujo es similar
a la que ya hemos estudiado con los experimentos de inactivación de la actividad
hexoquinasa con Cibacron Blue 3G-A, donde el nivel de represión, basal o inducción de
las actividades estudiadas también dependía de la velocidad de consumo de sustrato.
Carece, por tanto, de sentido, establecer un valor estático de actividad enzimática
para cado uno de los posibles estados fisiológicos de síntesis enzimática: reprimido, basal
o inducido.
Tenemos que indicar que, en todos los casos, el nivel de actividad ADH, utilizada
como control de una actividad no directamente implicada en el consumo de fuentes
glucolíticas, permaneció en niveles de 300-500 U en todos los ensayos (dato no mostrado),
siendo invariable con cualquiera de las fuentes utilizadas.
Así, parece que la regulación descrita en Saccharomyces cerevisiae se puede
reproducir en Candida utilis, al menos, para aquellas actividades implicadas en el
metabolismo temprano de azúcares. En cualquier caso, la variaciones de actividad
enzimática, no afectan a la producción de biomasa durante la mayor parte de las tasas de
D, aunque pueden ser responsables de que la Dmu encontrada en SDM-1 sea levemente
inferior a la que se ha determinado en la cepa 3092, al menos en los casos de crecimientos
con maltosa.
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3.6. Búsqueda de la base de la desrepresión en el ¡nutante SDM-1.
La carencia de una metodología apropiada para el trabajo molecular que nos
permitiera determinar el fallo o conjunto de errores en el control de represión catabólica
en el mutante, nos forzó a buscar la razón de la desregulación en las características
fisiológicas diferenciales que mostraban las cepas SDM- 1 y parental 3092.
Los análisis del control de represión de Saccharomyces cerevisiae indican que
existen eslabones en el control, cuyas carencias pueden ser determinadas mediante un
análisis fisiológico del metabolismo.
3.6.1. Análisis de la actividad hexoquinasa. Una pieza situada en el circuito
superior del control de la represión en Saccharomyces se sitúa en el paso de las
hexoquinasas, fundamentalmente la HK PU. Procedimos a analizar la actiQidad total
hexoquinasa del mutante en distintas situaciones fisiológicas (Tabla XXXVII).
Los valores obtenidos cuando la actividad hexoquinasa máxima se ensayó en
condiciones de determinación óptimas no arrojaron diferencias sustanciales respecto a los
valores encontrados en la cepa salvaje, crecida en condiciones semejantes.
Sin embargo, cuando afrontamos el estudio de las actividades encontradas en
entornos de pH fisiológicos, observamos que la capacidad del mutante para fosforilar
fructosa eran inferiores a las de la cepa 3092, produciendo un descenso de la relación F/G
en muestras procedentes de glucosa. Distintos mutantes de Saccharotnyces cerevisiae
desreprimidos lo son por la insuficiencia de actividad hexoquinasa. Este dato nos sugirió
que el defecto en el control de represión pudiera encontrarse en una deficiente capacidad
de fosforilación en el mutante.
Cuando realizamos las cinéticas de fosforilación de los distintos sustratos que
pueden ser utilizados por las hexoquinasas las cinéticas que conseguimos fueron las
mostradas en las Fig. 32.
El análisis de los resultados de la fosforilación en el mutante se realizó con distintas
aproximaciones, como en el apartado 3.1.1.
Al determinar las constantes cinéticas de fosforilación de manosa, pudimos obtener
un buen ajuste con la utilización de modelos con solo un sistema de fosforilación. Como
discutimos con la cepa parental, no parece probable que las distintas enzimas encargadas
de la fosforilación de este azúcar lo utilicen con afinidades muy diferentes.
Sin embargo, al determinar la afinidad de las hexoquinasas del mutante por ATP,
encontramos que los datos experimentales se ajustaban a sistemas con menor afinidad por
el nucleótido que las hexoquinasas de la cepa parental. En capítulos posteriores nos
preguntaremos por la importancia fisiológica de esta diferencia en el control de la glucolisis
en el mutante.
Las diferencias más impostantes entre la cepa parental y la mutante, se encontraron
al analizar la actividad fosforilante de glucosa y fructosa. Observamos, como describimos
para la cepa 3092, que la cinética de fosforilación de fructosa se corresponde a lo esperado
de un sistema de fosforilación compuesto de una serie de enzimas que compartian una
afinidad semejante para la fosforilación de fructosa, con una Km y Vmax aparentes muy
semejantes a las descritas en la cepa parental (si se considerase el ajuste por un único
sistema de fosforilación).
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Sg. 32. Cinéticas de fosforilación de los distintos sustratos para la actividad hexoquinasa de
la cepa SDM- 1 (representación de Eadie-Hofstee). A Fosfori]ación de glucosa. B Fosforilación
de fructosa. C Utilización de manosa. D Fosforilación de glucosa con distintas concentraciones
de ATP. Símbolos: Fig. A, B y C, (O) Actividad enzimática. Fig. 32D, (O) Fosforilación de
glucosa con ATP 1 mM. (O) Fosforilación de glucosa con ATP 0.5 mM. (o) Fosforilación con
ATP 0.2 mM. Nota: aunque en la fig. A se intuya un componente con una Vmax aparente de
200 nmol glucosa/(mg prot min), no fue posible modelizar más que una Vmax negativa (ver
texto).
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ofrecen valores de Vmax y Km aparentes parecidas a las de la cepa parental. De esta
manera, no se podría explicar el resultado de la inversión de la tendencia de la relación
FIEl obtenida en la determinación de la capacidad de fosforilación de concentraciones
saturantes de azúcares en la cepa 5DM- 1.
Sin embargo, al modelizar las actividades de fosforilación en un sistema de dos
componentes, como puede intuirse de la observación de las fig. 32A y 32B, encontramos
que uno de los sistemas tendría unos valores de actividad de fosforilación negativa (Tabla
XXXVII). Fisiológicamente el único significado posible sería la coexistencia de una
actividad fosforilante de glucosa con un fosfatasa. Se ha comunicado la obtención y
caracterización de mutantes de levadura resistentes a desoxiglucosa debido a una actividad
fosfatasa. Incluso, esta actividad parece que pudiera residir en una enzima específica de la
2-desoxiglucosa-6-P (Martín y Heredia, 1977; Sanz y col., 1994; Rández-Gil y col., 1995).
Nos preguntamos, por tanto, si esta explicación pudiera tener un fundamento
experimental. Ensayamos la hipotética actividad fosfatasa en el mutante (Rg. 33).
Observamos que, existe una actividad, aparentemente independiente de la presencia
de ADP u otro nucleótido, en el mutante. Esta actividad resulta ser apreciable cuando las
muestras han sido crecidas en presencia de 2-DOG. Sin embargo, no se induce la actividad
en muestras que han permanecido un espacio corto de tiempo en presencia del análogo de
glucosa. Esta actividad no es detectada en la cepa parental en ninguna de las condiciones
ensayadas.
La influencia en el comportamiento fisiológico de esta actividad fosfatasa puede ser
importante como mecanismo de defensa a los efectos tóxicos del análogo. Sin embargo,
no hemos logrado detectar ninguna actividad fosfatasa en ensayos realizados con 2-DOG,
aunque esta observación puede estar mediada por los métodos experimentales utilizados.
La detección de 2-DOG libre se realizó con el sistema GOD-Perid de Boehringer. La
sensibilidad para la cuantificación del análogo es mucho menor que en el caso de la
utilización de glucosa libre (Kunst y col., 1985). Aun así, la hipótesis más probable, es que
esta actividad puede actuar también sobre el análogo fosforilado, pues su existencia parece
ligada a la presencia de 2-DOG. De cualquier manera, esta actividad puede ser responsable
de que la relación FIEl en el mutante sea menor en entornos de pH fisiológicos que a pH
8, y que se pueda modelizar un componente de fosforilación con velocidades negativas. Es
de resaltar que la actividad fosfatasa no resulta ser específica de 2-DOG-6-fosfato, como
se ha descrito en Saccharomyces cerevisiae (Martín y Heredia, 1977; Sanz y col., 1994;
Réndez-Gil y col., 1995), sino que puede actuar con otras hexosas-fosfato como sustratos.
La existencia en esta última levadura de una enzima con actividad fosfatasa específica de
un compuesto que no se encuentra fácilmente en ambientes naturales, planteaba una serie
de interrogantes puramente especulativos. En principio, parecería razonable que esta
actividad tuviera especificidad también por las hexosas-fosfato naturales, como sucede en
Candida utilis.
Otro efecto que aparecería, si esta actividad determinada en extractos tuviera valor
fisiológico, seria la aparición de ciclos futiles en el mutante, pues se produciría un bucle
de fosforilación-desfosforilación de glucosa con un gasto neto de ATP.
La existencia de un ciclo futil, desde el punto de vista teórico, pudiera implicar
efectos severos en las tasas metabólicas del mutante. Sin embargo, creemos que no tiene
consecuencias importantes en el funcionamiento de la levadura. En los cultivos en
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Fig. 33. Actividad desfosforilante de hexosas-fosfato en SDM-1. A Curso de la actividad a lo
largo del tiempo en mezclas con sustratos a una concentración inicial de 10 mM. B Relación
de la velocidad de reacción frente a la cocnetración inicial de hexosas-fosfato. C Influencia de
la presencia de nucleótidos fosfato en la actividad. D Actividad fosfatasa en extractos crudos
procedentes de células crecidas en presencia o no de sustrato. Símbolos: A y B (e) Actividad
con glucosa-6-fosfato. (O) Actividad con fructosa-6-P. (U) Actividad con 2-DOG. C (e)
Actividad control (o) Actividad con muestras con ATP 2 mM. (m) Actividad con ADP 2 mM.
(O) Actividad con AMP 2 mM. D (o) Actividad de muestras de células crecidas en medios
glucosa-2-DOG. (e) Actividad en células preinoculadas en medio con 2-DOG y transferidas
una vez a un medio K sin 2-DOG. (O) Actividad en muestras precrecidas 2 veces en medio con
glucosa, después de un cultivo en un medio con glucosa y 2-DOG.
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flg. 34A. La cepa SDM- 1 es insensible a la inactivación de la actividad hexoquinasa por xilosa.
Símbolos: Como en la fig. 2.
IA Fig. 34B. Efecto del ATP libre de magnesio en la
j actividad hexoquinasa de la cepa SDM-l. Fig. y
e símbolos como en la Fig. 3.
U 2 4 8 8
a ATP (mM) Parámetros cinéticos de la actividad hexoquinasa,
según la abundancia de magnesioKm (mM) Vmax’I1
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Dato expresado en % del valor obtenido con
saturación de magnesio
Tabla XXXVII. Actividad hexoquinasa en Candido utilis SDM-1.
medio fase estacionada’
con: fosforilación de
F/El glucosa fructosa FIEl
glucosa 1.21 301±13 1.03
fructosa 1.17 312±7.5 0.97
manosa 1.19 337±5.3 1.01
maltosa 1.04 312±15 1.06
sacarosa 1.12 303±3.3 1.01
etanol 1.06 256±7.9 1.04
acetato 1.08 287±14 0.97
glicerol 1.04 275±16 0.99
fisiológicas (ensayos en sustrato?
manosa maltosa etanol
exponen. 0.91 0.96 0.95











































1.78±0.12 315±27 0.95 1.84±0.26 360±9.7 0.98
0.12±0.02 -31±7.8
manosa 0.02±0.00 455±13 0.97
ATP 0.70±0.05 - 0.99
Valores determinados en condiciones óptimas para la medida de la actividad. 2 Valores calculados para una
concentración de suscrato de 25 mM. Ajustes por métodos de regresión no lineal (los métodos de ajuste de
















Tabla XXXVIII. Impacto de efectores fisiológicos en Candida utilis SDM-1’.
inhibición por xilosa (% actividad respecto al control)
xilosa 25 mM xilosa 100 mM
fosforilación de glucosa fosforilación de glucosa
lmM lOOmM lmM l00mM
100±0.1 94±2.0 96±0.7 100±1.5
Inhibición por trehalosa-6-P (% de inhibición)
fosforilación de glucosa fosforilación de fructosa
lmM 2SmM IOmM 25mM





a 280C y pH 7
64.0±0.3 36.1±1.8 93.5±1.5 84.3±0.9
Efecto de la glucosa-6-P en la actividad hexoquinasa
glucosa-6-fosfato en la reacción
control 0.1 mM 1 mM 10 mM 25 mM
100 100±0.1 99.8±1.2 101±0.3 99±1.3
Efecto de nucleótidos-fosfato en la actividad hexoquinasa (% de inhibición respecto a
los controles
concentración de ATP en el ensayo: 2 mM
inhibidor: ADP 2 mM inhibidor: AMP 2 mM
fosforilación de fosforilación de fosforilación de fosforilación de
glucosa 25 mM fructosa 100 mM glucosa 25 mM fructosa 100 mM
25.1±1.1 19.3±2.3 5.6±0.1 3.2±0.3
concentración de Al? en el ensayo: 0.2 mM
inhibidor: ADP 2 mM inhibidor: AMP 2 mM
fosforilación de fosforilación de fosforilación de fosforilación de
glucosa 25 mM fructosa 100 mM glucosa 25 mM fructosa 100 mM
21.2±0.5 22.1±0.7 0.1±0.1 0.3±0.5






















flg. 35. Perfil de actividad hexoquinasa en fracciones recogidas de cromatografias con resinas
de hidroxiapatito de extractos crudos de muestras procedentes de cultivos en la fase
exponencial con glucosa. A Muestras de la cepa 3092. B Muestras de la cepa SDM-1.
Símbolos: (o) Fosforilación de fructosa. (e) Fosforilación con glucosa. Línea punteada:
gradiente de tampón fosfato (5-300 mM). Elución de los picos de actividad: 65-70 mM fosfato
(HK 1); 85-90 mM de fosfato (HK 2); 140-160 mM de fosfato (GK). Actividad inicial en
ambas muestras: 500 ¡¿1 de extracto conteniendo 1.1-1.2 mg/ml de proteína (AE: 343 y 386
nmol/(mg protmin) en las muestras de la cepa 3092 y SDM-l, respectivamente.
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comparadas con la cepa parental. Aunque, se observa, en general, una escasa disminución
en la velocidad del consumo de las fuentes carbonadas, fueran glucoliticas o
gluconeogénicas. Las tasas de toma de sustrato levemente menores que se encontraron en
el consumo de las fuentes gluconeogénicas no podrían ser explicadas, en principio, por la
existencia de un ciclo futil en el paso de fosforilación de hexosas en el mutante, ya que
sólo sería preciso este paso para el metabolismo básico de fuentes glucoliticas. Tampoco,
los valores obtenidos en los estudios de las cinéticas de crecimiento en cultivo continuo
en la cepa SDM-l parecen que estén afectados por la fosfatasa, pues la actividad disminuye
cuando la levadura crece sin 2-DOG.
Se ha comunicado la obtención de mutantes de Saccharomyces cerevisiae con ciclos
futiles en la vía glucolitica (Navas y col., 1993, Gancedo y Navas, 1995; Navas y Gancedo,
1996). En ese caso, se demostró el efecto pernicioso de la existencia in vivo de ciclos
futiles en los mutantes, pues estos disminuían la tasa de crecimiento e incrementaban el
metabolismo fermentativo, aunque eran capaces de mantener niveles constantes de ATP.
Por otro lado, recientemente se ha descrito un efecto colateral a la existencia de
actividades defectuosas de fosforilación de hexosas en Saccharomyces cerevisiae. En
mutantes hxk2 A, se ha encontrado una mayor resistencia al choque térmico que las cepas
salvajes (van Dijck y col., 1994). Este no es el caso de la cepa SDM-l, de acuerdo a los
resultados de la tabla XXIV, donde se examinan las respuestas de las cepas estudiadas a
las pruebas para la clasificación sistemática. No apreciamos que la cepa SDM- 1 sea capaz
de resistir mayor temperatura que la parental.
Todos los datos anteriores, inducen a pensar que la actividad hexoquinasa en el
mutante no está afectada, comparándola con la cepa parental.
Abordamos posteriormente el estudio de la regulación de la actividad hexoquinasa
en el mutante por distintos efectores con interés fisiológico (Fig. 34 y Tabla XXXVIII).
Existen leves diferencias cuando se compararon los efectos de los reguladores de
la actividad en la cepa parental y en el mutante, fundamentalmente en lo referente a AMP
y ADP. El mutante mostró una actividad hexoquinasa menos sensible a estos nucleótidos
que la cepa parental. El efecto de otros reguladores fue semejante cuando se hizo el estudio
comparativo entre ambas cepas.
Cuando enriquecimos las actividades fosforilantes de hexosas contenidas en el
mutante, mediante métodos cromatográficos, no encontramos diferencias, al comparar las
muestras de la cepa parental y mutante, respecto a la concentración de tampón de lavado
donde eluian los picos de actividad, ni en las actividades enzimáticas recogidas en las
fracciones (Fig. 35). Tampoco encontramos diferencias respecto a la movilidad
electroforética de hexoquinasas nativas de SDM-l y la cepa parental. Se pudo distinguir
dos bandas con afinidad para la fosforilación de fructosa y 3 que utilizaban glucosa como
sustrato. Las movilidades relativas determinadas fueron, para la OK, Rf 0.44±0.01,para la
HK 1, Rf 0.42±0.01y, para la HK 2 encontramos un Rf de 0.47±0.01. ¡
En cualquier caso, la única diferencia importante encontrada en el mutante en la
comparación con la cepa parental fue determinada respecto a la fosforilación de glucosa
y fructosa en las condiciones que asumimos que fueran semejantes a las fisiológicas. Se
podría especular sobre la influencia de este defecto en la desrepresión del mutante, pero
no tenemos suficientes bases experimentales para elaborar una explicación suficientemente
coherente. Es más, nos inclinamos a pensar que este fenómeno no tendría relación con la
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desrepresión, según los resultados de los apartados 3.2.2 y 3.3.2.2.
3.6.2. Estudio de las cinéticas de transporte de glucosa. Ya hemos indicado en
distintas oportunidades, que el transporte de azúcares puede ser un paso crucial en el
metabolismo de estos compuestos, no sólo por la capacidad para controlar el flujo
metabólico, sino también porque parece que, al menos en Saccharomyces cerevisiae y
Kluyveromyces lacté es una etapa controlada por la represión catabólica o, al menos, por
las hexoquinasas (Bisson y Fraenkel, 1983b; Bisson y col., 1987; Bisson, 1988; Prior y
col., 1993). Además, se han descrito distintos mutantes en varias especies de levadura con
defectos en el control de represión catabólica debido a la escasa capacidad de transportar
azúcares fermentables (Boze y col., 1989; Novak y col., 1990; AlamKe y Sismisker, 1994).
Estos datos bibliográficos señalaron la conveniencia de determinar el transporte de
glucosa en nuestra levadura para determinar si el fallo en el control de la represión pudiera
encontrarse en un deficiente actividad transportadora de glucosa.
En Candida utilis se han realizado distintos estudios sobre esta actividad, tanto en
células crecidas en discontinuo (Bamett y Sims, 1976a; Barnett y Sims, 1976b) como en
continuo (Postma y col., 1988; Peinado y col., 1989). Las conclusiones alcanzadas por cada
uno de los autores son discrepantes respecto a los sistemas contenidos en nuestra levadura
y la regulación del transporte. Barnett y Sims indican que se puede distinguir dos sistemas
de transporte con afinidades de 0.2 mM y 10 mM y que la afinidad por el transpone
depende de la concentración externa de glucosa. Este efecto fue explicado entonces por un
fenómeno de cooperación negativa de la glucosa sobre un único sistema de transpone.
Peinado y col. (1989) coinciden con la interpretación de los resultados globales dada por
los anteriores autores, aunque sólo para el sistema de transporte mediado por difusion
facilitada. Para entonces, ya se habían descrito la existencia de sistemas de transporte
activos de glucosa en levaduras (Laureiro-Dias, 1988) y, en especial, en el género Candida
(Spencer-Martins y van Uden, 1985) y otras levaduras Crabtree negativas (van Urk y col.,
1989). Tanto Peinado y col., como Postma y col. (1988) describen un sistema de alta
afinidad que resulta estar mediado por un cotransporte de la glucosa con los protones del
medio. La afmidad de este sistema es de cerca de 20 ¡iM. Este sistema es inducible por la
presencia de bajas concentraciones de glucosa y reprimible por altas concentraciones del
azúcar. Respecto al sistema de difusión facilitada, los trabajos realizados en continuo
(Postma y col., 1988 y Peinado y col., 1989) concluyeron que la afinidad del transpone por
difusión facilitada es dependiente de la tasa de crecimiento y de la concentración externa
de glucosa. Pero, la interpretación de los resultados dada por Postma y col. (1988)
introduce la posibilidad de la existencia de distintos sistemas de transporte de glucosa por
difusión facilitada con afinidades distintas para la glucosa. La presencia de estos
transportadores estaría condicionada, al igual que el sistema de transporte activo, por la
concentración de glucosa. La base fisiológica de la regulación aparente de la actividad
transportadora de glucosa por difusión facilitada no se han dilucidado.
Nosotros creemos que parte de las discrepancias de los resultados vienen por los
diferentes métodos para la medida de transporte de glucosa. De la inexactitud de la medida
de la actividad del transporte en el pasado da idea el dato de Vmax de transporte
encontrada en Barnett y Sims (1976a). Esta actividad explica sólo el consumo de 2.4
mmol/g~h en Candida uzilis, que resulta ser aproximadamente la mitad de losvalores de
consumo de glucosa encontrados en nuestra levadura en crecimientos en discontinuo.
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Con los métodos vigentes en la década de los 80 derivados de la metodol¿gía básica
enunciada por Bisson y Fraenke] (1983b), se pudo determinar la existencia en
Saccharomyces cerevisiae de, al menos, dos sistemas de transporte de glucosa con
afinidades de 1 y 20 mM, respectivamente. Las características cinéticas de los distintos
sistemas de transporte de glucosa en esta levadura se determinaron por la naturaleza
bifásica de las representaciones de Eadie-Hofstee. El componente de baja afinidad fue
detectado sólo cuando la levadura se encontraba en estado de represión y la existencia del
sistema de alta afinidad depende de la actividad fosforilante de hexosas. Estas técnicas se
utilizaron en los trabajos de Postma y Peinado,
Sin embargo, recientemente se ha desarrollado un nuevo sistema para la
determinación del transporte de azúcares (Walsh y col., 1994a). Este nuevo método impone
la utilización de un tampón que evita la incorporación de más glucosa marcada dentro de
la célula cuando se desea parar la reacción, que contiene altas concentraciones de glucosa
no marcada a unas temperaturas sensiblemente inferiores a 00C. La utilización de altas
concentraciones del sustrato no radiactivo, cuya actividad de transpone se pretende
observar, es común en el caso de aminoácidos (Veramp y col., 1993). Las variaciones
metodológicas eliminan algunos de los problemas y errores experimentales que podían
encontrarse con la utilización del método de Bisson y Fraenkel:
~ Previene la pérdida de linealidad en las representaciones de aétividad de
transporte frente a concentración de células que puede ocurrir con la utilización del
protocolo de Bisson y Fraenkel.
Evita paradas de reacción lentas y la pérdida de marcaje en las células por el
metabolismo de la glucosa transportada hasta CO
2. Se sospecha que este fenómeno no es
interrumpido totalmente con temperaturas superiores a 0
0C.
‘ Elimina gran parte de la unión inespecifica de la glucosa a la levadura.
Los autores que propusieron este nuevo procedimiento, comunicaron que la cinética
de transporte de glucosa puede ser sensiblemente distinta a la tenida como cierta
tradicionalmente cuando aplican las variaciones comentadas anteriormente. Se observa una
reducción de la cantidad azúcar unido a las células cuando la concentración de glucosa en
la mezcla de reacción es superior a 50 mM y la velocidad con que se transporta glucosa
es constante, con independencia de las condiciones de represión o desrepresión en que las
células han sido recogidas.
El grupo de Bisson (Coons y col., 1995) ha publicado recientemente objecciones
respecto a las reformas metodológicas planteadas por Walsh y col. (1994a). Estas se
apoyan en criterios teóricos del transporte por difusión facilitada. Estiman que los pasos
intermedios de la reacción de transporte, donde el sustrato atraviesa la membrana
plasmática, son muy sensibles a la temperatura del ensayo (Sen y Widdas, 1962), de forma
que estiman que la parada del transporte por el uso de temperaturas bajas no es
aconsejable. Lamentablemente, no aportan ninguna evidencia experimental que apoye sus
razonamientos. Incluso, existen resultados que indicarían que las cinéticas de transporte en
Saccharomyces cerevisiae no estarían afectadas por la temperatura (van lersel y col., 1995).
La exposición breve referida a la metodología para medir el transporte de glucosa
indica que, en principio, es aconsejable la utilización de la variación del grupo de van Dam
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para la determinación del transporte en 5 segundos de glucosa.
Realizamos una serie de pruebas con nuestras cepas con el método de Walsh y col.
(1994a), para determinar si las condiciones válidas para Saccharomyces cerevisiae, lo son
también para Candida utilis. Comprobamos que la adición de un tampón con altas
concentraciones de glucosa no marcada y temperaturas por debajo de 00C evita la pérdida
de radiactividad contenida en muestras filtradas y mantenidas fuera del vial de centelleo
hasta un máximo de 30 segundos.
No observamos diferencias de transporte cuando los ensayos se realizaron a un pH
4.5 en vez de 6.5 como impone el método original. Utilizamos un pH 4.5, al ser éste el
inicial en los medios de cultivo K.
De igual manera, la radiactividad absorbida por las células, resulta proporcional a
la concentración de biomasa, al menos en los ensayos realizados hasta un 10% (p/v) de
peso húmedo de biomasa.
A su vez, verificamos que el paso de filtración de la mezcla de células y tampón
con glucosa con las membranas de filtración utilizados en el protocolo original de Walsh
y col. (1994a) eliminaba la presencia de células en el filtrado. De esta manera, no fue
preciso sustituir el tipo de membrana por otros de distinto tamaflo de poro o de otra
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Fig. 36. Experimentos de transporte de glucosa utilizando soluciones de sustrato que contenían etanol (células
crecidas en glicerol). A Cepa 3092. B Cepa SDM-1.
Sin embargo, fue preciso la evaporación total de los restos de etanol en la
preparación de las distintas concentraciones de glucosa marcada. Este etanol procede de
las preparaciones comercializadas por el fabricante de glucosa marcada, que se envasa en
una solución conteniendo alrededor del 3% de alcohol. Cuando los ensayos se realizaron
con suspensiones glucosa que mantenían restos de etanol, se obtuvieron el tipo de cinéticas
mostradas en las Fig. 36. Las cinéticas de incorporación de glucosa marcada no se
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correspondieron con cinéticas de saturación y se aprecian fenómenos similares a los que
se esperan en caso de la existencia de membranas permeabilizadas.
Nuestra levadura es muy sensible a la permeabilización de membrana por etanol
(leakoge), y puede determinarse la salida al medio externo de compuestos celulares tras
tratamientos con etanol en nuestra levadura (Villar, 1992). Además, ya se han descrito
procesos de inhibición del transporte de azúcares por la presencia de etanol (van Uden,
1989).
Una vez optimizado el método para la determinación de la actividad total de
transporte instantáneo de glucosa, procedimos a realizar los experimentos con las dos cepas
de trabajo, extraídas de cultivos en discontinuo en diferentes fuentes de carbono.
Está generalmente aceptado la utilización de métodos de ajuste no lineales para la
determinación de las cinéticas de transporte de azúcares, sea por el método de Eadie-
Hofstee sea por el método directo de Michaelis-Menten (Leatherbarrow, 1990; Henderson,
1992; Fuhrmann y Vóllcer, 1993). El análisis matemático realizado para la determinación
de los parámetros cinéticos se realizaron en función de los ajustes siguientes:
“Un sólo sistema de transporte: Modelo de Michaelis-Menten y ecuación de Eadie-
Hofstee.
> Dos sistemas de transporte (al menos): Modelo de Michaelis-Menten.
Vnw.x~S VmaxS1 + 2 (3.17)
Km+S Kjn+S
1 2
y modelo de Eadie-Hofstee
v=-Km +.Y.+Vmax ~ Km+S1 1 2 ~ (3.18)2
Además, últimamente se ha sugerido que parte de la glucosa que se transporta en
Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe se debe a un componente de
difusión pasiva (Fuhrmann y Vdlker, 1992; Wrede y col., 1992; Fuhrmann y VÓllcer, 1993;
Vélker y col., 1995) o por la existencia de poros para glucosa (Fuhrmann y col., 1995;
Reinhardt y col., 1995). En este caso, la modelización de los resultados experimentales, se
realizó de acuerdo a las siguientes ecuaciones:
Modelo de Michaelis-Menten y difusion:
Vnw.xSds
I~ +s (3.19)
Donde el término se refiere al componente de difusión o cantidad de glucosa
transportada a través de un poro.
Modelo de Eadie-Hofstee con un componente de difusión:
1>
y = -Km +— -s-Vmax-s-d•(Km +S) (3.20)
s
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3.6.2.1. Cinéticas de transporte en condiciones de desrepresión. Los primeros
análisis realizados fueron en células que crecieron sobre glicerol. Obtuvimos las cinéticas
mostradas en la Fig. 37A. Procedimos a ajustar los datos experimentales según los modelos
citados y obtuvimos los siguientes parámetros ajustados (Tabla XXXIX).
Los abordajes de análisis que arrojaron un mejor ajuste fueron, en general, los
realizados con los modelos de cinéticas michaelianas con las representaciones directa de
los datos, de acuerdo a lo expuesto por Henderson (1992), que recomienda la realización
de los estudios de las características cinéticas mediante modelos directos de ajuste.
Los valores de velocidad máxima determinados en la cepa parental fueron muy
superiores a los que generaron los experimentos con la cepa mutante. Esto se reflejó con
todos los sistemas de ajuste utilizados, y resultó ser la diferencia más importante
encontrada en el estudio comparativo entre ambas cepas.
Al considerar los componentes encargados de transportar la glucosa con las técnicas
de ajuste complejo, encontramos en ambas cepas un componente de gran afinidad por el
transporte (Km en el rango de 10.2 mM), que identificamos como el sistema de transporte
activo, cuya existencia en condiciones de desrepresión ha sido comunicada por distintos
autores (Postma y col., 1988; Peinado y col., 1989). La cantidad de glucosa transportada
por este sistema resulta ser minoritario al compararlo con la capacidad total de transporte
contenida en ambas cepas, aunque la Vmax calculada de este componente fue semejante
a los valores deducidos por Peinado y col. (1989) para cultivos en discontinuo con glicerol.
Las diferencias fundamentales entre ambas cepas ensayadas se observaron en el
componente de transporte no ligado a un cotransporte con protones. La cepa parenta] es
capaz de transportar gran cantidad del azúcar. De esta manera, en la representación gráfica
de los resultados se pudo intuir la existencia de un sistema de transporte responsable de
la mayor proporción de glucosa transportada y el sistema de alta afinidad sólo resultó
revelado mediante los análisis estadísticos. Sin embargo, fue notorio que la cepa mutante
mostró escasa capacidad de transporte instantáneo del azúcar.
Como se ha discutido la existencia en Saccharomyces cerevisiae de otros sistemas
de transporte, además de la difusión facilitada, como la difusión pasiva o transporte a
través de poros (Fuhrmann y Vt3lker, 1992; Wrede y col., 1992; Fuhrmann y Vblker, 1993;
Vólicer y col., 1995; Fuhrmann y col., 1995; Reinhardt y col., 1995) que apoyan otros
análisis del transpone en levaduras (GonQaives y Loureiro-Dias, 1991; Grobben y
Herweijer; 1991), nos preguntamos si nuestros datos pudieran dar peso a la idea sustentada
por el grupo del Prof. Fuhrmann. Aunque se puede deducir la existencia de cierta cantidad
de glucosa que pudiera entrar en la célula sin transportador o por un poro, las correlaciones
de los ajustes no son buenas en el caso de la cepa parental. En el caso de la cepa SDM- 1,
el valor atribuible a este nuevo componente se movía en un rango amplio, aunque el ajuste
fuera mejor que en la cepa parental. La posibilidad de la existencia real de este
componente se comprobará en los estudios con células provenientes de glucosa (apartado
3.6.2.2.).
Peinado y col. (1989) encontraron la explicación de la respuestas del transporte de
glucosa en función de la concentración externa de glucosa por fenómenos de
cooperatividad. Nosotros hemos procedido a realizar los análisis correspondientes para
determinar la viabilidad de este fenómeno tras determinar el transporte con estas nuevas
técnicas (flg. 38). Encontramos que no existen motivos para estimar la existencia de estos
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Fig. 37. Representación de Eadie-Hofstee de las cinéticas de transporte de glucosa en
experimentos de 5 s. Muestras procedentes de cultivos discontinuos de medios YPD con
concentraciones iniciales de sustrato de 2% (p/v). A. Cinéticas en células procedentes de
medios con gliceroL B Muestras procedentes de medios con glucosa. Símbolos: (e) Cinéticas
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flg. 39. Representación de Hill de la actividad transportadora de glucosa en células crecidas
en glucosa. A Cepa parental. B Cepa SDM-1. (Pie en fig. A= 0.965, en fig. B= 0.946).
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3.6.2.2. Cinéticas de transporteen condiciones de represión. Cuando examinamos
las características de] transporte en células crecidas en glucosa como fuente represora,
encontramos nuevas diferencias entre ambas cepas y respecto a los resultados descritos en
las células crecidas en glicerol.
La cepa parental muestra una capacidad para transportar gluco~a en estas
condiciones que es inferior a la determinada en los cultivos con glicerol, aunque se
mantengan en los mismos órdenes de magnitud. Este es un resultado similar al descrito en
Sacc/zaromyces cerevisiae, donde se encontró que la capacidad máxima para transportar
glucosa no depende del estado fisiológico de represión o desrepresión (Walsh y col.,
1994a) (flg. 37B).
Al estudiar los componentes del transporte en las células crecidas en glucosa, el de
alta afinidad desaparece (Tabla XL), de acuerdo al caracter reprimible de este sistema.
Aunque se puede modelizar un sistema con dos componentes, uno de ellos se ajusta con
una Km negativa, que carece de sentido fisiológico.
Otra vez, los ajustes que incluían el componente ajeno a la difusión facilitada o al
transporte activo, sugirieron la improbabilidad de dicho componente en Candida uzilis.
Nuestros resultados son distintos a los comunicados en anteriores trabajos con esta
misma cepa, crecida en condiciones semejantes. Mientras que Peinado y col. (1989)
muestran una figura en la que se puede distinguir dos componentes (fig. 6 de dicho
trabajo), nosotros hemos obtenido una gráfica monofásica.
Los resultados conseguidos mediante la utilización de la técnica clásica de medida
de transpone de azúcares concluyeron que, aparentemente, el transporte de glucosa en
nuestra levadura estaba modulado por el propio sustrato. La base fisiológica de esta
modulación fue atribuida a distintas razones: la existencia de distintos transportadores de
difusión facilitada con diferentes Km para el transporte (Postma y col., 1988) o regulación
alostérica o de cooperatividad de un único sistema de transporte (Peinado y col., 1989).
Nosotros no hemos encontrado que el transporte de glucosa sea modulado en la cepa de
Candida utilis parental, a excepción del carácter reprimible del sistema de alta afinidad
(Fig. 38 y 39). Ni la capacidad máxima de transporte, ni la afinidad global por la glucosa
varían, independientemente de los factores ambientales en las que la célula ha crecido: en
glicerol (ausencia de glucosa) o en glucosa. Es preciso discutir la razón de estas
discrepancias.
Las técnicas clásicas fracasaron al intentar extrapolar las velocidades de transporte
de glucosa determinadas en células desenergizadas o in vivo con las tasas de consumo de
glucosa en células creciendo sobre glucosa en las mismas condiciones experimentales que
las de la medida del transporte. Se observa una infravaloración de la capacidad de
transporte cuando las condiciones experimentales imponían la presencia de cantidades
significativas de glucosa libre en el medio (ng. 5 del trabajo de Postma y col., 1988).
Nosotros hemos realizado un abordaje similar al expuesto por Postma y col. (1988)
para estimar la capacidad de transporte de glucosa in sitie total y comparar los valores
obtenidos con las tasas de consumo de glucosa calculadas en cultivos continuos sobre
glucosa. Tomando los valores de glucosa residual en el fermentador y consid¿rando que
la cinética de transpone de glucosa obedece a un comportamiento básicamente michaeliano,
se puede calcular los valores de velocidad de transporte ¿vi sitie en Candida utilis 3092 (Fig.
40).
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Fig. 40. Relación entre la actividad de transporte y la tasa de consumo de glucosa en cultivo
continuo de la cepa 3092’. A Cálculo de la tasa de consumo de glucosa a partir de las cinéticas
de transporte de glucosa en células crecidas en medio YPD-glucosa. B lasa de consumo por
transporte activo de glucosa. C Suma de las tasas de consumo por difusión facilitada y
transpone activo (C=A+B). Símbolos: (O) Estimación de la tasa de consumé de glucosa
calculada apartir de los datos de transporte. (e) Consumo real de glucosa en cultivo continuo
q= ~Y.
Les datos de consumo de glucosa a partir de las cinéticas de transporte en aquellas diluciones donde lacantidad de
glucosa residual fue indetectable, se calculé suponiendo que lacantidad de glucosa residual real en el fermentador es,
como mAximo, igual a la cantidad de glucosa que se consume en 3 s (tiempo medio de muestreo).
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deducidos de nuestros trabajos de transpone, no fuimos capaces de explicar ni la
concentración residual de glucosa, ni la tasa de consumo. Estas pudieron predecirse
considerando fundamentalmente el transporte activo de glucosa, estudiado por Peinado y
col. (1989) en cultivos continuos. La razón se explica a continuación:
En nuestros experimentos sobre la cinética de transporte, las células utilizadas
fueron recogidas de medios con altas concentraciones de glucosa. En estas condiciones, el
transpone activo de glucosa se encuentra reprimido, de forma que resulta indetectable por
métodos pHmétricos. Así, nosotros modelizamos las cinéticas de transporte mediada
fundamentalmente por difusión facilitada en las células recogidas de los cultivos
discontinuos con glucosa.
Sin embargo, en cultivos continuos con glucosa a bajas tasas de dilución, existe un
importante componente de transporte activo, observación en la que coinciden tanto Postma
y col. (1988) como Peinado y col. (1989). Se puede deducir, por tanto, que en las regiones
de tasas de dilución donde la concentración de glucosa residual era menor de 10 ~aM,
nuestro modelo para calcular la tasa de consumo de glucosa a partir de los datos de
transporte necesariamente no es válido.
Cuando se utilizaron las constantes cinéticas de transporte de glucosa global
deducidas en la cepa parental crecida en glucosa, logramos predecir la tasa de consumo de
glucosa en las regiones con un valor de tasa de dilución y la concentración de glucosa
residual altas. Precisamente es en este rango de diluciones donde los datos obtenidos de
Posmia y col. (1988) y Peinado y col. (1989) no ofrecen resultados satisfactorios. De esta
manera, podemos pesar que las velocidades de transporte instantáneo de glucosa son muy
semejantes a las que se pudieran determinar en las fases de consumo estable de glucosa
en esta cepa. Así se podrían descartar procesos de regulación en el transpone que fueran
debido al estado de actividad metabólica. Otros sistemas de regulación se descartaron
mediante la realización de los ajustes de Hill (Fig. 39A). La actividad de transporte resulta
ser directamente dependiente de la concentración de glucosa en el ensayo, por lo que no
es esperable fenómenos de cooperatividad, como se expuso en el apartado 3.6.2.2.
Deducimos que la técnica tradicional infravalora las velocidades de transporte
cuando la concentración de glucosa externa es alta (en el rango de mM), tal como sería
esperable según el análisis comparativo entre las técnicas clasicas y la modificación del
grupo del Prof. van Dam (Walsh y col., 1994a). Esto explicada por qué Peinado y col.
(1989) determinaron una cinética de transpone bifásica en células de Candida utilis
crecidas en glucosa en discontinuo. Nosotros medimos mayor velocidad de transporte en
dichas condiciones y creemos que nuestros resultados se acercan más a la realidad que los
estimados en trabajos anteriores al ser capaces de predecir las tasas de consumo de glucosa
en medios con concentraciones de glucosa en el rango de mM.
Por tanto, es esperable que los valores obtenidos de células desenergizadas sean
extrapolables a los que pueden mostrar las células cuando están creciendo en un medio con
glucosa, por lo que las hipótesis aventuradas sobre la existencia in vivo de un componente
de transporte de baja afinidad (Km entre 70 mM y 1 M) no parecen reales. Estos resultados
coinciden con otros previamente establecidos en Saccharomyces cerevisiae, que desechan
la creencia establecida de un transporte de muy baja afinidad en esta levadura (Walsh y
col., 1994a; Walsh y col., 1994b) y de otros determinados en el transpone de otros
azúcares (Benito y Lagunas, 1992). Este fenómeno parece estar ligado a la metodología
utilizada, pues es común cuando se utiliza las técnicas clásicas de medida de glucosa.
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Con los datos obtenidos por nosotros, no podemos identificar si la responsabilidad
del transporte por difusión facilitada de glucosa en Candida utitis crecida en glucosa recae
en un único sistema o en un sistema complejo de transportadores cuya interacción se puede
modelizar mediante un sistema de transpone con una única Km aparente de alrededor de
2 mM. Sin embargo, se tienen pruebas de la existencia de varios transportadores
funcionales en Saccharomyces cerevisiae. La regulación de la síntesis de distintos
transportadores por la presencia de glucosa (Bisson y col., 1993; Ozcan y col., 1993;
Theodoris y col., 1994) en Saccharomyces cedevisiae explica por qué la afinidad del
transporte de glucosa cambia dependiendo de la concentración externa del azúcar en esa
levadura (Ózcan y Johnston, 1995; Ciriacy y col., 1995; Reifenberger y col., 1995).
Podemos concluir, por lo tanto, que en la cepa parental existen dos sistemas de
transporte, regulados de la siguiente manera:
En cultivos crecidos en condiciones de desrepresión coexisten un transporte activo
con una Km aparente de 10-20 1aM y un componente de transporte de difusión facilitada
con una Km de alrededor de 2 mM. Este último componente es el que se conserva, con
semejante afinidad aparente en cultivos realizados en condiciones de represión.
En los experimentos realizados con la cepa mutante, se encontraron resultados que
la diferenciaban de la cepa parental (Fig. 37B). En primer lugar, la cepa 5DM- 1 fue capaz
de duplicar la capacidad de transportar glucosa al compararla con células crecidas en
ausencia de este azúcar. Este resultado puede sugerir que, en esta cepa, la capacidad para
transportar glucosa puede estar modulada por la presencia del sustrato que se transporta.
Al contrario que en la cepa parental, la modelización del transporte de glucosa en el
mutante resultó en la caracterización, de nuevo, de un sistema de alta afinidad (con una
Km de, al menos, un orden de magnitud menor que el sistema de baja afinidad) (Tabla
XL). Estos resultados son consistentes con los expuestos en el apartado 3.5.2.3. y 3.6.2.2.,
donde deteminamos la persistencia del transporte activo en células crecidas en glucosa y
la alta afinidad por glucosa a tasas de dilución bajas en cultivos continuos.
La posibilidad de la existencia de difusión pasiva en el mutante (apuntada en el
apartado anterior) se descarta, pues este componente debería aparecer en todas los ensayos
de transporte, con independencia de los estados fisiológicos en el que se encontraban las
células cuando fueron recogidas. De esta manera, nuestras conclusiones para ambas
levaduras estudiadas, se alinean con las de aquellos trabajos que sostienen la ausencia de
estos tipos de transpone de azúcares en levaduras y microorganismos en general realizados
mediante distintos abordajes experimentales (Lengeler, 1993; Walsh y col., 1994a; Walsh
y col., 1994b; Reifenberger y col., 1995; Gamo y col., 1995; Coons y col., 1995).
Cuando intentamos ensayar el grado de fiabilidad de la determinación del transpone
de glucosa, mediante la comparación de los valores de transporte predecibles con las tasas
de consumo de glucosa en cultivos continuos, utilizando las mismas consideraciones que
las descritas en la cepa parental, observamos los siguientes resultados (Fig. 41):
Como sucedía con la cepa parental, las tasas de consumo calculadas a partir de la
cinética de transporte correspondientes a las tasas de dilución más bajas, resultaron ser muy
inferiores a las reales. Mientras que en la cepa parental, los estudios cinéticos del transpone
de glucosa en células crecidas en glucosa, no consideraban la tasas de transporte activo
reprimido, en el mutante sí existe este transpone. En principio, este componente debería
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Fig. 41. Cálculo de las tasas de consumo de glucosa en cultivo continuo con glucosa de la cepa
SDM-l, a partir de la cinética de transporte de glucosa obtenidos de células crecidas en medio
YPD-glucosa’. A Datos de consumo calculados a partir de los datos de la cinética de
transporte. B Consumo de glucosa calculado por transpone activo de glucosa en muestras
procedentes del fermentador. C Suma de las tasas de consumo procedentes del transpone de
glucosa por difusión facilitada y transporte activo. Símbolos: (O) Datos teóricos de consumo
calculados por las actividades de transpone. (O) Transporte de glucosa debida únicamente a
difusión facilitada, tras descontar el componente de transporte activo de las cinéticas de
transporte instantáneo de glucosa. (e) Consumo real de glucosa.
Cuando lacantidad residual de glucosa fue indetectable en el fennentador, los cálculos para deducir las tasas de
consumo del azúcar se realizaron como en laflg. 40.
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en cultivos discontinuos con glucosa es muy inferior a la que hemos determinado en
cultivo continuo. Esto reafirma la observación de que, aunque la cepa 5DM- 1 mantiene
cierta capacidad de transporte activo de glucosa, éste es parcialmente reprimible por altas
concentraciones del azúcar en el medio. Son las actividades de transporte activo
determinadas en muestras extraídas del fermentador las que son capaces de suministrar el
flujo de glucosa que se consume a tasas bajas de D en SDM-1. Además, parece plausible
que la modulación aparente de la capacidad máxima de toma de glucosa mediante algún
mecanismo dependiente de la concentración de glucosa externa descrita en el mutante,
puedan explicar el fracaso de la extrapolación de las cinéticas de transporte con las tasas
de consumo a bajas tasas de dilución. Ya hemos mostrado que la Vmax de transporte de
glucosa en células crecidas en glicerol (es decir, en ausencia de glucosa) es la mitad que
la mostrada en células crecidas en presencia de glucosa. En cultivos continuos con glucosa
como fuente de carbono, se puede reproducir la situación de ausencia-presencia de glucosa.
Sólo cuando la concentración de glucosa residual en el fermentador fue alta, las
cinéticas de transporte calculadas en la cepa SDM-1 pudieron explicar las tasas de consumo
de glucosa, pues la vía fundamental para la entrada de glucosa dentro de la célula es la
difusión facilitada.
Como en el caso de la cepa parental, los datos de transporte tomados ¿vi vitro son
válidos para estimar las tasas de consumo de glucosa en condiciones fisiológicas estables.
Recientemente, se ha descrito que las determinaciones de la tasa de transporte en
Saccharomyces cerevisiae mediante métodos radiactivos, no eran útiles para predecir la tasa
de consumo in vivo, al menos durante estados de consumo transitorios, por la existencia
de un efecto inhibitorio de la glucosa-6-P (Rizzi y col., 1996). Esta hipótesis rescata
antiguas observaciones de Kotyk y Kleinzeller (1967), Azam y Kotyk (1969) y SoIs (1967)
y utilizadas para elaborar modelos de consumo de azúcares (Galazzo y Bailey, 1990; Grosz
y Stephanopoulus, 1990), aunque fueron discutidas posteriormente por Perea y Gancedo
(1979). No parece, por tanto, que esto sea lo que ocurre en Candida urilis, como hemos
demostrado aquí. Por otro lado, existen referencias bibliográficas, que indican que las tasas
de consumo de glucosa pueden llegar a 13.8 mmoY(gh) (van Urk y col., 1989), en
experimentos de pulso de altas concentraciones de glucosa en cultivos continuos estables.
Este valor de toma de glucosa está en el mismo orden de magnitud que la actividad
transportadora de glucosa en la cepa parental que hemos determinado experimentalmente,
por lo que no esperaríamos tampoco que la acumulación de glucosa-6-P en células
metabólicamente activos pudiera intervenir en la tasa de transporte de glucosa.
Como conclusión de los análisis realizados en este apartado, la cepa SDM-l, parece
que muestra una actividad total de toma de glucosa, cuya capacidad, aunque no la afinidad,
parece depender de la fuente de carbono consumida por la células. Esta resulta ser una
diferencia fundamental respecto a las conclusiones obtenidas en la cepa parental 3092.
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3.6.2.3. Dependencia de la actividad de transporte de glucosa por factores
ambientales en la cepa SDM-l. Mrontamos el estudio, con mayor profundidad, del
carácter modulable del transpone de glucosa en el mutante, que junto a la menor capacidad
de transporte fueron las diferencias más importantes encontradas al comparar esta actividad
con la de la cepa parental.
Realizamos estudios sobre el tiempo necesano para procurar un incremento en las
capacidades de transporte de glucosa, cuando la cepa SDM-l se transíadaba de un medio
con fuente de carbono no fermentable a glucosa, y viceversa. Los resultados obtenidos se
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FÍg. 42. Evolución de la capacidad máxima de transpone de glucosa (concentración de glucosa 100 mM en los
ensayos de transporte), durante las primeras horas después de transferir biomasa (DO- 4) de medios con glicerol
a medios con glucosa y viceversa. A Transferencia a medio con glucosa 2% (p/v). B Células crecidas en medio
con glucosa se reinocularon a medios con glicerol. Sfmbolos: (U) Biomasa. (O) Capacidad de transporte.
Durante los tiempos de experimentación no apreciamos un cambio de las
capacidades máximas de transporte con concentraciones saturantes de glucosa. Estos
resultados indican que no parece posible que los mecanismos que mediaran en el
incremento de la capacidad de transporte fueran por regulación de los transportadores
preexistentes antes del cambio de fuente de carbono. Los procesos de inhibición,
inactivación, modulación por cooperativismo, alosterismo, etc. se manifiestan durante
tiempos de experimentación más cortos que los utilizados por nosotros. Esto indicaría que
el mecanismo más probable implicado en la modulación de la velocidad máxima de
transpone de glucosa estada mediado por síntesis de proteína.
Nos planteamos la influencia del flujo metabólico en las cinéticas de toma de
glucosa de mutante SDM-1. Describimos en el apanado 3.5.3.3. cómo la afinidad por la
glucosa parecía depender de la presencia de fuentes de carbono alternativas que sustentaran
el crecimiento. Entonces, las células con una capacidad de consumo de azúcares saturada
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eran capaces de modular la afmidad o/y la tasa de consumo de glucosa y nos
preguntábamos por la influencia del transporte de g]ucosa en el fenómeno.
Se ha comunicado que la utilización de técnicas de medida de transporte de glucosa
que precisan un ensayo de alrededor de 5 segundos, pueden arrojar conclusiones erróneas
respecto a la capacidad máxima de transporte de glucosa en células afectadas en la
capacidad para metabolizar glucosa (Walsh y col., 1994b; Walsh y col., 1994c). Si el
mutante tuviera defectos serios que impidieran el consumo rápido de glucosa cuando las
muestras fueran extraídas de medios con glicerol, entonces podríamos explicar la
modulación aparente del transporte de glucosa en dependencia con el sustrato de origen de
las levaduras.
Gancedo y col. (1967) comunicaron que la actividad de consumo de glucosa en
Candida ¿allis puede estar muy limitada en muestras precrecidas en medios con una fuente
de carbono oxidable, por el bajo nivel de actividad piruvato quinasa. Esto indicaría que el
descenso de actividad de transporte de glucosa en células procedentes de glicerol pudiera
deberse a una incapacidad para consumirla.
Para confirmar la hipótesis que relaciona una baja capacidad de consumo con baja
velocidad de transporte aparente, realizamos cultivos del mutante en presencia del análogo
de glucosa 2-desoxiglucosa. En este caso, los valores de consumo de glucosa que se
pueden determinar en células desenergizadas procedentes de estos cultivos fueron muy
inferiores a los que se hallaron en los experimentos control:
En células procedentes de glucosa se puede conseguir tasas de consumo de 113
nmo]/(mg prot Ii), mientras que en células que estuvieron creciendo en presencia de 2-
DOG se alcanzaron tasas de consumo de 67±2.35 nmol/(mg prot~h); es decir se redujo
la capacidad de consumo en un 40%. Cuando las células desenergizadas procedían de
cultivos con glicerol, entonces los valores de consumo fueron cercanos a 85 nmol
glucosa/(mg prot~h>. Sin embargo, en células crecidas en medios con glicerol y 2-
desoxiglucosa, este valor se redujo a 51±5.68 unidades (reducción respecto al control de
un 40%).
La reducción de la actividad de consumo del azúcar pudo deberse a la apareción
de la actividad fosfatasa de hexosas-fosfato que ya hemos descrito y/o a otros efectos
paralelos en el metabolismo de las levaduras por 2-DOG que se han descrito (ver Gancedo
y Serrano, 1989>.
De esta manera, tuvimos un sistema con el que pudimos controlar la capacidad
metabólica de la levadura.
Los resultados obtenidos de las cinéticas de transpone de glucosa en la cepa SDM- 1
en células crecidas en medios con 2-desoxiglucosa, se muestran en las Fig. 43. Los
parámetros de transporte se muestran en la Tabla XLI. Mientras que los valores de Km
aparente no resultaban estarmuy afectados por el análogo del glucosa, la Vmax se encontró
disminuida en las células procedentes de medios con 2-DOG-glicerol. Sin embargo, la
Vmax conseguida en muestras procedentes de medios con glucosa y 2-DOG, fue semejante
a la que se consiguió en los experimentos control sin el análogo (ver tabla XL).
Si el mucante no pudiera mecabolizar la glucosa transportada, enLoces el azúcar
transportado y no metabolizado se acumulase en el interior celular. Hemos descrito que
existe un componente importante de difusión facilitada en el transporte de glucosa.
Ateniéndonos al concepto de difusión, la acumulación del sustrato disminuiría el gradiente
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Fig. 43. Transpone instantáneo en la cepa SDM-1 crecida en medios donde estaba presente
2-desoxiglucosa al 0.2% (p/v). Sfinbolos: (e) Resultados de muestras procedentes de cultivos
en medios YPD-glucosa (2%). (0) Resultados de células procedentes de medios YPD-glicerol
(2%).
Tabla XLII. Parámetros cinéticos del transpone de glucosa en la cepa SDM-l crecida en
medios con 2-desoxiglucosa.
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de concentración entre el exterior y el interior celular, provocando un descenso de los
valores aparentes de transporte.
Pudimos concluir que no era directa la relación entre una reducción de la capacidad
de consumo de glucosa y el descenso de la tasa aparente de transporte, pues, aunque esto
sucedía en los experimentos con células crecidas en glicerol, no pudimos confirmar la
hipótesis en células tomadas de medios con glucosa.
Por otro lado, contrariamente a lo consignado por Gancedo y col. (1967), Candida
utilis, aunque no inicia un crecimiento inmediatamente después de que la levadura haya
sido transferida de un medio con fuentes de carbono oxidables a otro con glucosa (ver Fig.
42), no indica que sea incapaz de metabolizar la glucosa del medio. Existe la objección de
que los niveles de piruvato quinasa puedan ser altos en cultivos con glicerol. Este sustrato
ingresa en el flujo metabolico en forma de DHAP, de forma que parte del glicerol
consumido requiere el paso de la piruvato quinasa para ser oxidado. Sin embargo,
experimentos adicionales con etanol, mostraron que la levadura es capaz de consumir
glucosa incluso en células procedentes de cultivos con etanol, cuyo circuito de hidrólisis
no precisa, en principio, de una gran actividad pirucato quinasa (Fig. 45). Este asunto será
discutido más profusamente en el apartado siguiente.
3.6.2.4 Relación del transportecon el control del consumo de glucosa. Ya hemos
comentado que los datos de toma de glucosa se ajustaron a las tasas de consumo reales de
glucosa en cultivos continuos de glucosa en la cepa parental. Sin embargo, los valores de
Vmax de transporte exceden significativamente los valores máximos de consumo de
glucosa en las dos cepas utilizadas, cualquiera que sea la forma en que se cultivaron,
continuo o discontinuo.
Fue necesario el estudio de la capacidad de consumo de glucosa con el fin de
enfrentarías a la del transporte. A su vez, este estudio nos permitiría confirmar si la razón
hipotética de la desrepresión en el mutante es la escasa capacidad de transportar glucosa.
Obtuvimos levaduras desenergizadas recolectadas en las mismas condiciones que
las utilizadas para la medida del transpone de glucosa. Ensayamos entonces la capacidad
para consumir distintas concentraciones de glucosa.
Los resultados se muestran en las Fig. 46. Los análisis de las constantes cinéticas
para el consumo de glucosa por células desnergizadas, se muestran en la Tabla XLII.
Aunque en los cálculos realizados de las constantes cinéticas de consumo de
glucosa, se asumían comportamientos michaelianos, esto no siempre ocurría así. En los
ensayos de consumo con altas concentraciones de glucosa, se observó eventualmente que
la velocidad del consumo descendía ligeramente en comparación con experimentos
realizados con concentraciones inferiores de glucosa.
De cualquier manera, se puede comprobar como la afinidad del consumo de glucosa
es semejante a los valores de Km deducidos de la capacidad total de transporte. La cepa
parental muestra una afinidad ligeramente mayor que el mutante, independientemente de
la fuente de crecimiento. Otra vez, encontramos que las levaduras fueron capaces de
consumir glucosa, incluso cuando las células utilizadas en el ensayo procedían de medios
con fuentes de carbono no fermentables, en contraposición a los datos ofrecidos por
Gancedo y col. (1967). Ificluso la capacidad máxima para consumir glucosa no depende
de la fuente de carbono que sustentó el crecimiento de las levaduras. Estos resultados
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Fig. 46. Cinéticas de consumo de glucosa en células desenergizadas. Comparación con las
tasas esperadas por transporte de glucosa. A Cepa 3092 precrecida en glucosa 2% (p/v). B
Cepa SDM-l procedente de medio con glucosa 2% (plv). C Cepa parenta.l tomada de medio
con glicerol 2% (p/v). D Cepa mutante crecida en medio con glicerol 2% (p/v). Símbolos: (O)
Datos experimentales de consumo de glucosa. La línea discontinua representa la evolución del
consumo según la concentración de glucosa en una cinética de saturación a partir de los datos
reales. La línea punteada representa la tasa teórica de consumo a partir de los valores de las
cinéticas de transporte.
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tipos de regulaciones que las que se aprecian en Saccharomyces cerevisiae, en dependencia
de la naturaleza oxidativa o fermentable de la fuente de carbono. De esta manera, las
cinéticas que mostraron una reducida actividad de transporte en el mutante en cultivos con
glicerol no podrían explicarse por la incapacidad para metabolizar glucosa como podría
sugerir el trabajo de Walsh y col. (1994b y 1994c).
Tabla XLII. Constantes cinéticas para el consumo de glucosa en células desenergizadas





Ks qmax Ks qmax
1.84±0.21 105±0.55 5.43±0.64 113±1.24
2.64±0.02 117±1.23 4.55±0.32 84.5±0.96
1 Unidades de afinidad en mM. Unidades de tasa de consumo en nmol glucosal(mg proumin). Las
concentraciones iniciales de las fuentes de carbono en los medios de crecimiento fueron de 2% (p/v). En los
cálculos cinéticos se asume que el consumo de glucosa sigue una cinética michaeliana en relación a la
concentración de glucosa. Los valores de las tasas se calculan una vez que se alcanzan las fases de consumo
estables tras la adición de glucosa a las suspensiones celulares.
Otra de las características encontradas, es que la velocidad máxima con que nuestras
levaduras son capaces de metabolizar glucosa resultó ser claramente inferior a la capacidad
máxima de transportar e] azúcar, con la excepción de los ensayos con el niutante
procedente de cultivos con glicerol, donde ambas actividades son semejantes.
Aparentemente, la actividad instantánea para transportar glucosa se encuentra en exceso
respecto a la capacidad para consumirla, especialmente en cultivos realizados con glucosa
como fuente de carbono.
Este resultado indicaría que aunque la tasa de transpone de glucosa en el mutante
fuera inferior a la hallada en la cepa parental, sin embargo no parecería la causa de la
desrepresión, pues el mutante sería capaz de mantener unos flujos metabólicos semejantes
a la parental. Este resultado resulta consistente a los datos ofrecidos en los estudios de las
tasas metabólicas realizados en cultivos en discontinuo con una variedad de fuentes de
carbono.
Los análisis de los resultados obtenidos en nuestra cepa parental sugirieron que la
actividad transportadora de glucosa es semejante en células desenergizadas y en células con
altos flujos metabólicos. Se puede suponer que, durante un consumo estable de glucosa,
la cantidad de glucosa transportada neta es semejante a la metabolizada, pues la actividad
de los pasos implicados en las rutas de consumo de un sustrato son iguales a la del flujo
total en sistemas estacionarios, siempre que no exista la acumulación de algún metabolito
intermediario (Kacser, 1989; Westernhoff, 1989; Felí, 1992). Nos preguntamos cómo la
levadura puede compatibilizar un hipotético exceso de transporte con flujos metabólicos
más reducidos. Pueden plantearse distintas opciones:
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~ La velocidad de transporte de glucosa inicial no es igual que la que se pudiera
encontrar en células con crecimientos estables. Los análisis de los resultados con ambas
cepas en trabajos con cultivos continuos descartan esta explicación. Aunque ya se ha
propuesto una posible modulación del transporte en condiciones de consumo estable,
comparada con el transporte inicialde, recientemente, se ha propuesto que la actividad de
transporte en Saccharomyces cerevisiae se inhibe por la acumulación de glucosa-6-fosfato
(Rizzi y col., 1996).
b La única posibilidad racional, para ambas cepas, es que la levadura acumule altas
cantidades de glucosa libre en la célula cuando la concentración de azúcar externa sea alta.
Hasta ahora se ha propugnado que la concentración de glucosa libre en el interior de las
levaduras tiende a ser muy baja (Gancedo y Serrano, 1989). Sin embargo, la posibilidad
de la existencia de altas concentraciones de glucosa libre en determinadas situaciones
dentro de Saccharomyces cerevisiae ha sido deducida recientemente (van Dam,
comunicación personal). Nosotros hemos intentado determinar la cantidad de glucosa libre
en células desenergizadas utilizando los métodos para la determinación de metabolitos
propuesta por el grupo del Prof. van Dam (de Koning y van Dam, 1992). Sin embargo, los
resultados alcanzados no fueron concluyentes e indicaron que sería preciso la modificación
del protocolo o la utilización de otro tipo de técnicas experimentales para calcular la
glucosa libre intracelular (datos no mostrados).
Nos hemos preguntado por el papel del transporte en la regulación del consumo de
glucosa. Ya hemos determinado que en los experimentos con la técnica de cultivos
continuos, podemos extrapolar la tasa de consumo de glucosa en condiciones estables con
la velocidad de transpone instantáneo. Sin embargo el rango de concentraciones de glucosa
libre en el medio no excedía de 15 mM y nosotros hemos ensayado para los experimentos
mostrados en este apanado concentraciones de glucosa sensiblemente mayores.
Con este fin hicimos estudios de buscando la relación de cómo se afectaba la tasa
metabólica cuando la velocidad de transporte de glucosa se incrementaba fraccionalmente.
Para ello, utilizamos una aproximación semejante ala desarrollada en la Teoría del Análisis
del Control Metabólico (como revisión, ver Feil, 1992).
Los resultados se encuentran en las Fig. 47. Como era esperable, cuando la
concentración de glucosa inicial era menor o parecida a la Km para el transporte de
glucosa, cualquier incremento en la tasa de transporte de glucosa teórico, implicaba un
aumento similar en la velocidad con que la glucosa era consumida por las células. Este
dato está en consonancia con aquellos que indicaban el papel ejexido por el paso de
transporte en el control de la velocidad del metabolismo de fuentes fermentables en
levaduras (van Uden, 1967; Lagunas y col., 1982; Osinga y col., 1988; Osinga y col., 1989;
Gancedo y Serrano, 1989; Weusthuis y col., 1994b) y con los resultados que permitieron
el cálculo de la tasa de la consumo de glucosa gracias a las constantes de transpone total
de glucosa. Encontramos que esto sucedía a lo largo de todo el rango de concentraciones
de glucosa cuando se utilizó glicerol para crecer la cepa mutante. Aparentemente, en este
caso, la influencia ejercida por el transporte en este cepa se mantenía con independencia
de la concentración externa de glucosa.
Sin embargo cuando las concentraciones de glucosa externa, en el caso de la cepa
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flg. 47. Variaciones de la capacidad de consumo de glucosa en relación a los incrementos de
la velocidad de transporte (evolución según los ajustes de los datos experimentales de consumo
y transporte). A Cepa 3092 crecida en glucosa. B Cepa SDM-l crecida en glucosa. C Cepa
parental crecida en glicerol. D Cepa mutante crecida en glicerol. Los cfrculos vacíos
representan los valores reales de consumo.
Resultados y discusión 101
tasa de consumo de glucosa, en general disminuían. Esto indicaría que la pieza fundamental
que determinara la velocidad del metabolismo de glucosa se desplazaría desde e] paso de
transporte a otro posterior. Este resultado resulta ser una diferencia respecto a lo
encontrado en Saccharomyces cerevisiae, donde la capacidad total de transpQne se sitúa
en niveles semejantes a las tasas máximas de transporte (Lagunas y col., 1982; Gancedo
y Serrano, 1989; Walsh y col., 1994a).
No solamente se puede determinar la pérdida de control de la importancia del paso
del transporte en el metabolismo de glucosa mediante el comportamiento ideal del
metabolismo a lo largo de todas las concentraciones de glucosa ensayadas. También los
resultados que ofrecieron la medida del metabolismo real en células desenergizadas
expuestas a altas concentraciones de glucosa, reforzaron esta conclusión. En estas
condiciones, apreciamos un descenso de las tasas de consumo de glucosa respecto a los
valores observados en los ensayos con menores concentraciones de glucosa (Fig. 47). La
explicación de este fenómeno pudiera encontrarse en la aparición de fenómenos de estrés
osmótico a altas concentraciones de glucosa, que pudiera afectar el flujo de consumo de
glucosa en estas concentraciones, a desacoples metabólicos -p. ej. si parte de la población
estudiada fuera incapaz de recargar los bajos niveles de ATP que se predicen en
microorganismos tras la adición de pulsos de glucosa (Nielsen y col., 1991) y que se
observan en levaduras (de Koning y van Dam, 1992)- o a efectos no conocidos por
nosotros de los denominado por Fiechter y Sonnleitner (1995) como sobreflujo metabólico
ocurridos a altas concentraciones de sustrato.
Nuestros resultados estañan indicando que, aunque efectivamente la tasa de
transporte de glucosa es superior a la máxima capacidad celular para metabolizar el
sustrato, el control realizado por el paso de transporte en el consumo de glucosa sería
definitivo siempre que las concentraciones de glucosa en el medio se situaran por debajo
o en tomo a la Km de transporte. De esta manera parece insuficiente las conclusiones
ofrecidas por van den Broek y col. (1987) donde, tan sólo por la constatación de que las
Ks del consumo de un azúcar y la Km aparente de transporte de éste son semejantes, se
deduce que el transporte del azúcar es el que define la velocidad de un flujo.
Ya hemos encontrado en la bibliografía datos que indican el la capacidad de
consumo de otras fuentes de carbono pueda ser teóricamente superior a la velocidad de
consumo, al menos en el caso de la sacarosa y Debaryomyces yamadae (Kalitema y col.,
1995), sin embargo, esta es la primera vez, hasta donde nosotros sabemos, que se describe
este fenómeno respecto al transporte de glucosa en levaduras.
Los resultados expuestos indicaban que las diferencias encontradas en la capacidad
para transportar glucosa entre la cepa parental y la mutante, no eran suficientes para
provocar diferencias en la tasa metabólica entre ambas cepas. Este resultado está de
acuerdo a las conclusiones ofrecidas en ciertos mutantes de Saccharomyces cerevisiae,
cuando tras aumentar la velocidad de transporte de glucosa mediante la manipulación del
número de transportadores no se conseguía restaurar la represión catabólica en levaduras
con la mutación HTRl, con baja tasa de transporte de glucosa (Ozcan y col., 1993).
Aunque, la relación entre represión catabólica y alta capacidad de transporte no está
suficientemente clara en Saccharomyces cerevisiae, ya que los mutantes pleiotrópico grrl
(Enrian y Zimmermann, 1980; Bailey y Woodward, 1984; Flick y Johnston, 1991; Conldin
y col. 1993; Ózcan y col., 1994), con circuitos de represión defectuosos, son capaces de
eliminar el fenotipo desreprimido y la baja capacidad de transporte de glucosa, mediante
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el supresor rgtl cuyo efecto fisiológico es la recuperación de la alta capacidad de transporte
(Bisson y Caríson, 1994).
3.6.3. Niveles de metabolitos glucoliticos y actividad metabólica en estados de
consumo transitorios.
Los resultados comentados en el apanado 3.6.2. indicaron que la razón aparente de
la desrepresión de la cepa 5DM- 1 no debería buscarse en una actividad transportadora
deficiente. Sin embargo, hasta ahora hemos buscado la causa de la desrepresión en el
mutante SDM- 1 utilizando métodos que imponían el estudio del metabolismo en las fases
estables del consumo de fuentes de carbono. Sin embargo, en los últimos años, se ha
señalado la importancia de estudiar e] comportamiento de las levaduras antes de que la
actividad metabólica alcance un flujo estable. Estas situaciones han recibido la
denominación en inglés de rransient siates, que dan idea de los sucesos metabólicos que
ocurren en los microorganismos desde que se les aporta un sustrato hasta que los
microorganismo logran alcanzar flujos estacionarios y continuos en el tiempo. Diferentes
estudios señalan que en estas fases ocurren una serie de fenómenos que pueden marcar el
funcionamiento de las levaduras durante las fases de consumo estable de un sustrato.
Alguno de ellos, han sido conocidos y estudiados desde hace tiempo: El grupo del Prof.
Thevelein (Thevelein, 1992; Becher-dos Passos y col., 1992; y como revisión, ver
Thevelein, 1994 y Thevelein y Hohmann, 1995) ha mostrado que al añadir glucosa y otras
fuentes de carbono fermentables en células desenergizadas de Saccharomyces cerevisiae
se producen picos temporales de AMPc. La acumulación de este intermediario de señal
desencadena distintas respuestas en la levadura que afectan a su capacidad para consumir
fuentes de carbono, fundamentalmente en las transiciones entre el consumo de fuentes de
carbono gluconeogénicas a glucolíticas. Recientemente, se ha propuesto que la señal de
AMPc no solo estada implicada en respuestas a corto plazo en levaduras, sino que también
estada relacionada con el mantenimiento de la síntesis enzimática a largo plazo en cultivos
con glucosa (Boy-Marcotte y col., 1996). Además, se ha determinado que la síntesis de
determinadas enzimas de la glucolisis dependen de la acumulación de determinados
metabolitos, tras el inicio del consumo de glucosa, en Saccharomyces (Maitra y Lobo,
1971; Boles y col., 1993a; Boles y col., 1993!; Mtiller y col., 1995; Boles y col., 1996).
Comprueban como para la inducción de la síntesis de la fructosa-6-fosfato quinasa y para
el gen de la enolasa II es necesario la acumulación de glucosa-6-fosfato, mientras que para
la inducción de la piruvato quinasa, se requiere, al menos un funcionamiento metabolico
hasta la producción de fructosa-6-fosfato. Sin embargo, la piruvato descarboxilasa se induce
levamente por la acumulación de metabolitos hexosa-fosfato y, en mucho mayor grado, por
la acumulación de triosas-fosfato. También la inducción de la síntesis de la alcohol
deshidrogenasa 1 se necesita la presencia de las triosas-fosfato.
Además, un cambio repentino de la concentración de la fuente de carbono en
Saccharomyces cerevisiae puede ocasionar otros efectos fisiológicos ampliamente
conocidos. Entre ellos, pueden citarse el cambio del metabolismo respiratorio al
fermentativo si la concentración de cualquier fuente suceptible de ser fermentada es
suficientemente alta como para que el flujo metabólico exceda la capacidad respiratoria,
según explica la hipótesis de la capacidad respiratoria limitada (Barford y Hall, 1981;
Fiechter y col., 1981; Petrik y col., 1983; Rieger y col., 1983; van Dijken y Scheffers;
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1986; Sonnleitner y K~ppeli, 1986> o la idea del cuello de botella respiratorio (von Stockar
y Auberson, 1992). También se puede provocar el disparo del metabolismo fermentativo
en cultivos continuos con metabolismo respiratorio, mediante cambios repentinos de la tasa
de dilución, incluso si estos implican pequeños incrementos en el flujo metabólico. ¡A
veces es necesario que pasen un número tan elevado como cien tiempos de residencia para
que los flujos metabólicos se estabilicen totalmente después de provocar el disturbio!
(Postma y col., 1989b; van der Aar y col., 1990; Verduyn y col., 1992; Sonnleitner y
Hahnemann, 1994).
Las respuestas transitorias se han empezado a estudiar en otras levaduras, en
especial la variación de niveles de AMPc y su relación con la movilización de trehalosa,
como en Schizosaccharomycs pombe y Rhodotorula rubra, además de Candida utilis
(Mansure y col., 1992; Carrillo y col., 1994; Carrillo y col., 1995). En esta última levadura,
los cambios que suceden en las fases de consumo transitoria no son tan tormentosos como
los descritos en Saccharomyces cerevisiae. No es una levadura Crabtree positiva y ya
hemos comentado la capacidad para que nuestra levadura puede asimilar fuentes de
carbono fermentables, como la glucosa, después de un crecimiento sobre fuentes oxidables.
Incluso, como ya describieron Vraná y col. (1989), Weusthuis y col. (1994a) y mostramos
en esta Tesis, Candida urilis es capaz de sustentar su crecimiento simultáneamente sobre
fuentes glucoliticas y gluconeogénicas, como se aprecian en mezclas de glucosa-etanol.
Esta última característica no es posible en Saccharomyces por el estricto control ejercido
por la represión catabólica. A su vez, los resultados obtenidos en nuestra levadura cuando
se estudió la respuesta del AMPc en trabajos similares a los realizados con Saccharomyces,
indicarían que el papel de este metabolito en la modulación de las respuestas tempranas
tras la adición de glucosa no sería similar al descrito en otras levaduras (Carrillo y col.,
1995). Los niveles del metabolito son altos de forma constante en las levaduras que han
sido crecidas en presencia de glucosa, sin presentar la propiedad transitoria del pico de
AMPc que se observa en Saccharomyces cerevisiae. Además, aunque la respuesta
metabólica mediada por la síntesis de AMPc requiere la fosforilación de glucosa, no afecta
á los circuitos de represión en Saccharomyces. De esta manera, en principio, no estañamos
interesados en estudiar la evolución de la concentración de AMPc en Candido utilis.
Sin embargo, cabe la posibilidad de que la diferencia en el nivel de acumulación
de algún metabolito glucolitico nos de idea de donde reside la razón de la desrepresión en
la cepa mutante, como parece plausible según los trabajos del Prof. Zimmermann (Boles
y col., 1993a; Boles y col., 1993b; Mtiller y col., 1995; Boles y col., 1996).
Debido a ello, utilizamos la técnica de extracción de metabolitos rápida en
condiciones de pH neutro, desarrollada por de Koning y van Dam (1992), para analizar los
cambios producidos en los niveles de los intermediarios metabólicos al introducir a las
levaduras en medios con alta concentración de glucosa.
Los resultados obtenidos se muestran en las Fig. 48. La primera impresión fue
observar como los niveles, en general, de los metabolitos estudiados fue similar en las dos
cepas de Candida ¡¿tUis estudiadas. En el mutante, se registran mayores concentraciones
de algunos compuestos de 3 carbonos, como DHAP, gliceraldehido-3-fosfato y 3-
fosfoglicerato, que sugieren que las velocidades de las enzimas implicadas en estas
reacciones sean menores que las que se puedan obtener en la cepa salvaje, al menos
















5 0 1 2 4 5
tiempo (mm) tiempo (mm)
Fig. 48. Concentración de metabolitos internos tras un pulso de glucosa 20 mM en células
desenergizadas. Se representa con símbolos llenos y línea continua los datos pertenecientes a
la cepa 3092. Con sftnbolos vacíos y líneas discontinuas, aparecen los valores de la cepa SDM-
1. A Glucosa-6-P (O) y fructosa-6-P (O). B Fructosa-1,6-difosfato. C DHAP (O) y
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metabolitos alcanzaran valores estables fue más corto en la cepa parental que en el
mutante. La razón de esto se debió a la diferente capacidad para transportar glucosa que
se midió en ambas cepas. Ya demostramos que la cepa parental posee una mayor capacidad
instantánea de transporte, por lo que es esperable que el flujo inicial sea más rápido que
en el mutante. Esto se pudo observar con claridad en la cinética de acumulación inicial de
glucosa-6-fosfato. El pico de acumulación registrado en los primeros instantes tras el pulso
de glucosa, fue mayor en la cepa parental que en el mutante. Sin embargo, la potencialidad
del transporte, permitiría predecir una acumulación mayor del producto fosforilado (que no
sobrepasa 25 nmol/mg proteína), puesto que ya hemos comprobado que la actividad
hexoquinasa máxima excede a la capacidad de transporte en las condiciones de
experimentación (Fig. 48A). El que el nivel estable de glucosa-6-P en ambas cepas sea
similar, hace inconsistente la posibilidad de que este metabolito sea responsable de las
diferencias de transporte de glucosa encontradas entre el mutante y la cepa parental (Rizzi
y col, 1996), si este fenómeno tuviera lugar en Candido ¡¿tUis.
La diferencia de concentraciones encontradas al comparar la evolución de la
glucosa-6-fosfato y la fructosa-6-fosfato, nos permite predecir que el sentido de la reacción
de isomerización esté orientado hacia la evacuación de glucosa-6-fosfato al fondo de la
glucolisis (Fig. 48A). Creemos que los intermediarios iniciales del flujo glucolítico no se
acumulan en mayor cantidad pues las enzimas situadas en los siguientes pasos del flujos
funcionaron a una velocidad alta. Se puede apreciar en la cepa parental picos de
acumulación correspondientes a 3-fosfoglicerato, PEP y pirúvico en los primeros instantes
después de la adición del pulso, simultáneos al aumento de glucosa-6-fosfato. Esto puede
serdebido a la movilización del remanente de metabolitos que permanecieran en las células
desenergizadas. La interpretación de los resultados también encajaría si asumiéramos que
la velocidad de transmisión de la ola del flujo glucolítico fuera muy rápida. Esto último
sería consistente con el análisis del patrón de acumulación de los metabolitos iniciales de
la glucolisis. La rápida desaparición de los niveles iniciales de hexosas-6-fosfato solo sería
posible si las enzimas situadas en la parte final de la glucolisis mostraran una actividad alta
desde el inicio del pulso de glucosa.
Entre las enzimas más relevantes en el flujo glucolítico, cabe reseñar la fructosa-6-
fosfato quinasa. Esta enzima está fuertemente regulada en Saccharomyces cerevisiae, pues
resulta ser uno de los puntos claves donde actúan los mecanismos de transición entre el
metabolismo gluconeogénico y glucolítico (Avigad, 1981; Bartrons y col., 1982; Lagunas
y col., 1982; Hofmann y Kopperschlbiger, 1982; Reibstein y col., 1986; Gancedo y Serrano,
1989; Kretschmer y Fraenkel, 1991; Gancedo, 1992). Puede ser regulada alostéricamente
por fructosa-2,6-difosfato, fructosa-6-fosfato, ATP y AMP, además la actividad puede
depender de iones amonio y fosfato. Todos los factores influyen para que el nivel de
actividad se relacione con la velocidad del flujo metabólico de la levadura (Sierkstra y col.,
1992). Además la determinación de la velocidad de la enzima in vitro se corresponde con
los niveles máximos de flujo en Saccharomyces (citado en Gancedo y Serrano, 1989),
aunque resulta arriesgado afirmar que esto ocurre in vivo tras un pulso de glucosa, debido
a la compleja regulación de la actividad, pues se ha establecido que, aunque se necesita
pocos minutos para activar la síntesis del activador fructosa-2,6-difosfato, se requiere 20
minutos para apreciar el efecto de las fuentes fernientables en la fructosa-6-fosfato quinasa
(Kretschmer y Fraenkel, 1991; Kretschmer y col., 1991). Por otro lado, el papel clave de
esta enzima como marcador de la velocidad de la glucolisis se ha discutido, pues la
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sobreproducción de la enzima no implica un aumento importante de la velocidad de
consumo de fructosa (Schaaff y col., 1989). Las razones de esto son complicadas, aunque
se pueden resumir en Snoep y col. (1995). Otros trabajos indican que la regulación
alostérica de esta enzima no resulta esencial para el crecimiento de la levadura en
condiciones de laboratorio (Heinisch y col., 1995). Aunque en Gancedo y Serrano (1989)
se cita que esta enzima en Candida ¡¿tuis está sujeta a una regulación por la fuente de
carbono, nuestros datos indican que la actividad de esta enzima es alta en cualquier caso,
al observar los bajos niveles de fructosa-6-fosfato, que la actividad de esta enzima alcanza
altos niveles después de un periodo de tiempo corto tras la adición de glucosa (1 mm.),
puesto que en este plazo de tiempo se corrije la tendencia de acumulación de fructosa-6-
fosfato. No parece que esta actividad sea rápidamente inhibida por los altos niveles de ATP
que se observan tras la adición del pulso de glucosa, como sucede en Saccharomyces (Bar
y col., 1990).
Otra de las enzimas sometidas a regulación en Saccharomyces cerevisiae es la
piruvato quinasa (Burke y col., 1983; Moore y col., 1991). El paso de PEP a pirúvico es
uno de los pasos más controlado en la glucolisis (Torres y col., 1995). En la cepa parental,
una vez absorbido el pico de acumulación de PEP y pirúvico, los niveles estables de ambos
compuestos son semejantes a los mostrados en la cepa mutante (Fig. 48E y F>. Esto indica
la existencia de niveles suficientes de actividad de la piruvato quinasa en nuestras
levaduras, confirmando los resultados de anteriores apartados, aunque se había comunicado
lo contrario en trabajos anteriores (Gancedo y col., 1967). Confirmamos, al comparar los
niveles de pirúvico estables en ambas cepas, como el flujo metabólico resultante ha de ser
similar en la cepa parental y la mutante.
La observación de los niveles de NAD y NADH (Fig. 48H), confirman los
resultados respirométricos y los procedentes de cultivos en continuo, que muestran el
metabolismo oxidativo de nuestras levaduras, en condiciones de oxigenación. Corrobara
esta conclusión los bajos niveles de glicerol detectados (Fig. 4SF). Este compuesto es
producido en levaduras con oxigenación insuficiente para el mantenimiento del potencial
redox (Gancedo y col., 1968; Qura, 1977). Nosotros no lo detectamos en los efluentes de
cultivos continuos, donde la P02 permanecía alta, de acuerdo a las predicciones de
Weusthuis (1994), donde la producción de glicerol cesaba en Candida ¡¿tUis cuando la tasa
de consumo de oxigenación en el fermentador superaba ]os 3 mmol 02/(1 ~h).
En el análisis del nivel energético de las cepas, encontramos, como era esperable,
que los niveles de ATP aumentan tras el pulso de glucosa, mientras que los de ADP y
AMP disminuyen (flg. 48G). Aunque es teóricamente esperable que la suma de los
nucleótidos-fosfato sea constante, comprobamos que no lo es en el intervalo de tiempo
estudiado. Tabla XLIII.
Este resultado es explicable en estados transitorios, donde se registran la
movilización de moléculas conteniendo grupos fosfato, además de la posible existencia de
reacciones biosintéticas y de mantenimiento que requieren ATP. Sin embargo, existe un
aumento neto en la generación de poder energético tras la adición de glucosa. El hipotético
desplome de los niveles de ATP, que se predice en los instantes próximos a la adición de
glucosa y que es predecible con modelos de consumo de lactosa y glucosa (Nielsen y col.,
1991), ha de tener lugar durante tiempos extremadamente cortos de tiempo, pues nosotros
observamos un aumento de la concentración del nucleótido, sin distinguir el momento de
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descenso. En Saccharomyces cerevisiae, esto ocurre en los primeros 10 segundos tras
pulsar glucosa, y la recuperación de las niveles de ATP se inicia después de los primeros
30 segundos (Rizzi y col., 1993; Theobald y col., 1993).
Tabla XLIII. Evolución de los nucleótidos fosfato en estado transitorios tras la adición de
un pulso de glucosa’.
tiempo tras adición del pulso (mm.)
0.08 0.25 0.5 1 2 3 4 5
3092
ATP+ADP+AMP 9.91 7.69 6.72 5.13 5.69 5.99 6.25




ATP+ADP+AMP 6.94 6.10 6.38 5.89 5.47 5.61 5.47
ATP/(nucleÑidos) 0.20 0.41 0.57 0.62 0.67 0.68 0.67
5.63
0.61
Los valores de concentraciones están dados en nmol/mg proteína. El valor ATP/(nucleétidos)
proporción de ATP entre el total de nucleátidos de adenosina totales.
indica la
Es difícil extrapolar los resultados conseguidos con otros publicados. En primer
lugar porque se refieren a otras levaduras. Ni los estados fisiológicos de las células
utilizadas, ni las condiciones experimentales utilizadas para la determinación de los
metabolitos son homogéneas en los distintos trabajos publicados. Es de señalar, por otro
lado, que el método de extracción y cuantificación de los metabolitos utilizado por nosotros
parece ser el que mejor retrata las concentraciones reales de los metabolitos ensayados,
según la discusión crítica en de Koning y van Dani (1992).
Sin embargo, la evolución de los metabolitos, en los consumos de glucosa,
básicamente se corresponden a lo esperable en otras levaduras (Rizzi y col., 1993).
La conclusión obtenida es que no poseemos datos, a excepción de la leve diferencia
de concentraciones encontrada en los análisis de los compuestos de 3 átomos de carbono,
que nos permitan sospechar que la razón de la desrepresión en el mutante se deba a la
diferencia en la acumulación o niveles estacionarios de ningún metabolito del flujo
glucolitico. En el caso de que la regulación de la expresión de genes glucoliticos dependan
de metabolitos en Candido ¡¿tuis, no deduciríamos una síntesis diferencial entre las dos
cepas estudiadas, que nos indicara que ahí residiera una posible causa de desrepresión en
la cepa SDM-1. Tampoco podemos determinar que las hexoquinasas del mutante tengan
menor actividad catajítica in vivo, a pesar de las diferencias respecto a la utilización de
glucosa y regulación por metabolitos descrita en los apanados anteriores, incluso si
asumiéramos la posibilidad de regulación de la expresión génica influenciada por niveles
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de metabolitos, como se exponen en los trabajos señalados del Prof. Zimmermnann para
Saccharomyces cerevisiae.
Recientemente se ha comunicado el efecto inhibidor de la acumulación de glucosa-
6-fosfato en el transporte de glucosa (Rizzi y col., 1996). Nos preguntamos si dicho efecto
puede tener lugar en Candida. Las dos cepas de nuestro trabajo mostraron una capacidad
de transporte instantáneo de glucosa muy distinta y, en la mayor parte de los casos,
superior a la tasa de consumo de glucosa. Sin embargo, la velocidad con que la glucosa
se consume es similar en el mutante y en la cepa parental. Sería previsible que el efecto
inhibidor de la glucosa-6-fosfato fuera proporcional a la concentración intracelular del
metabolito. Como hemos comprobado que la acumulación del metabolito es semejante en
las dos levaduras, deduciríamos, sin embargo, que la acción de la glucosa-6-fosfato sería
más acusada en la cepa parental que en el mutante, pues la diferencia entre las velocidades
de entrada de glucosa y las de consumo es más acentuada en la cepa 3092. Por otro lado,
ya hemos determinado que la capacidad instantánea de transporte puede explicar la
velocidad de consumo de glucosa a bajas y medias concentraciones de sustrato, sin
necesidad de acudir a efectos indirecto de metabolitos.
Sin embargo, aunque e] metabolismo y concentración de metabolitos glucolíticos
estables, observamos pequeñas diferencias en los instantes iniciales del metabolismo de
glucosa. Como hemos discutido, creemos que estos resultados son consistentes con una
diferencia en la capacidad inicial de transporte del azúcar. Para confirmar nuestra hipótesis,
examinamos la capacidad de las células para consumir oxígeno después de un pulso de
glucosa.
Observamos como la cepa parental puede consumir oxígeno más rápidamente que
la mutante en el primer minuto después de la adición de glucosa, aunque transcurrido un
intervalo de tiempo mayor la velocidad de consumo se hace similar en ambascepas.
Los
en la piruvcato quinasat soun funcionamientoSólo si la fructosa-6-fosfato quinasa tuviera
una alta actividad in vivo permitiría explicar por qué no se acumula una mayor cantidad
de intermediarios glucosa-6-fosfato y fructosa-6-fosfato. En Saccharomyces cerevisiae, se
ha descrito que la máxima actividad de esta enzima son similares al los flujos máximos de
consumo de glucosa (Serrano y Gancedo, 1989), pero es arriesgado afirmar que esto ocurra
iii vivo por la compleja regulación de esta enzima en esta levadura. Incluso responde a
cambios en el nivel de metabolitos, pues se activa alostéricamente por fructosa-6-fosfato,
fructosa-2,6-difosfato y AMI’; se inbibe por ATP, tal como aparece en la revisión de
Gancedo y Serrano, 1989. Sin embargo, el papel clave de esta enzima como marcador de
la velocidad de la glucolisis se ha discutido, pues la sobreproducción de la enzima no
implica un aumento importante de la velocidad de consumo de fructosa (Schaaff y col.,
1989). Las razones de esto son complicadas, aunque se pueden resumir en Snoep y col.
(1995). Es reseflable que en la cepa mutante, la actividad fosforilante de fructosa-6-fosfato
parece responder inmediatamente al pulso de glucosa, pues se acumula el producto
fructosa-l,6-difosfato. Sin embargo, la cepa parental no sigue este mismo patrón de
acumulación. La razón parece encontrarse en las etapas posteriores de la glucolisis. En el
mutante, se registran mayores concentraciones de algunos compuestos de 3 carbonos, como
DHAP, gliceraldehido-3-fosfato y 3-fosfoglicerato, que sugieren que las velocidades de las
enzimas implicadas en estas reacciones sean menores que las que se puedan obtener en la
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cepa salvaje, al menos durante el tiempo de transición. De acuerdo a la mayor capacidad
instantánea de consumo de glucosa, se han observado acumulaciones de 3-fosfoglicerato,
PEP, y pirúvico en la cepa parental, durante los primeros instantes del pulso de glucosa.
Aparentemente, las enzimas encargadas del procesamiento de los intermediarios de tres
carbonos en la cepa parental, son capaces funcionar inmediatamente después del pulso de
glucosa, pues se registran acumulaciones temporalers de metabolitos, coincidentes con de
resp de esta enzregulacion esta afirmación no ese corresponde con los valores de Sin
embargo, se ha descrito que la actividad máxima de la fueraAsumiendo que la.ón enco
Observamos también que laconcentración de glucosa-6-fosfato es sustancialmente. De aquí
se puede concluir que las dudas planteadas tras el hallazgo de una reducida actividad
hexoquinasa en el mutante en condiciones fisiológicas (ver apanado 3.6.1.>, se solucionan
al averiguar que no implican ningún defecto de acumulación de los metabolitos situados
tras el paso de la reacción hexoquinasa.
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3.7. Comentarios finales.
Durante la exposición de los resultados obtenidos por nosotrso, hemos comprobado
como no parece que las hexoquinasas tengan un papel en el control de represión, al menos
de acuerdo al modelo descrito en Saccharomyces cerevisiae. No podemos excluir, sin
embargo que las hexoquinasas puedan ejercer su papael regulador mediante algún tipo de
mecanismo que no ha podido ser descubierto por nosotros (Herrero y col., 1994), pues los
resultados de nuestros experimentos indican que es necesario el paso de fosforilación para
que se desencadene la represión del consumo de distintas fuentes de carbono.
Cuando hemos examinado las cinéticas de transporte de glucosa, hemoscomprobado
con sorpresa, que esta actividad excede la capacidad de asimilación del sustrato en
condiciones de consumo estable. Las cinéticas reveladas por nosotros han mostrado que no
es esperable una regulación de la actividad de transporte por difusión facilitada debida a
un metabolismo estable del azúcar, pues hemos podido predecir el consumo de glucosa en
condiciones iii vivo con los datos de transporte obtenidos in vitro.
No sabemos por qué esta levadura mantiene una capacidad de transporte superior
a la del consumo, ni su significación fisiológico. Parece que el exceso de transporte solo
sería útil para la célula en estados de consumo transitorios y sugerimos que esta pudiera
tener ventajas respecto a otros microorganismos en los procesos de adaptación a entornos
con alta concentración de glucosa. Exponemos a continuación nuestra hipótesis:
Se ha descrito que Candida ¡¿tuis es capaz de multiplicar por 3 la capacidad de
consumo de glucosa en experimentos de pulso (van Urk y col., 1988). Estos datos
confirman nuestras observaciones con concentraciones de glucosa relativamente pequeñas
que indican que la tasa de consumo de glucosa está determinada por la capacidad de la
levadura para transportarla. Parece que la capacidad del resto de la maquinaria necesaria
para consumir glucosa permanece en exceso en condiciones de limitación de glucosa.
Nuestra levadura solo manifiesta un metabolismo fermentativo, cuando la concentración
de glucosa externa es muy alta (van Dijken y Scheffers, 1986), por lo tanto es esperable
que la glucosa pulsada sea asimilada por un metabolismo respiratorio, altamente eficiente.
La velocidad de crecimiento de un microorganismo se ve determinada por la
eficacia en la transformación de los sustratos consumidos y por la velocidad con que estos
son asimilados. El mantenimiento de un metabolismo respiratorio implica que el parámetro
Y permanece casi constante para casi todas las concentraciones de glucosa. En
metabolismos fermentativos, Y es, por definición energética más pequeño que en
condiciones de respiración.
Sin embargo, la adición de glucosa fresca implicaría un aumento importante en el
valor de toma de sustrato de forma instantánea, con lo que es esperable un aumento de la
tasa de formación de nueva biomasa. La nueva biomasa contribuiría a ocupar rápidamente
el nuevo habitat alterado por la adición de glucosa.
El estudio fisiológico del mutante 5DM- 1, ha permitido averiguar que es posible
un funcionamiento metabólico casi normal incluso cuando la capacidad de transporte de
glucosa se ve reducida a ]a mitad en comparación a los valores de la cepa parental. Este
resultado confirmaría nuestra hipótesis sobre la ausencia de un papel fisiológico del exceso
de la capacidad de transporte en condiciones de crecimientos estables.
El hallazgo de que el mutante ha mostrado escasas diferencias en la actividad
catalítica de fosforilación de hexosas, ha reafirmado nuestra hipótesis de la ausencia de un
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papel en el control de represión en el paso de hexosa a hexosa-fosfato.
Como se ha expuesto para el consumo de glucosa, la capacidad para asimilar otras
fuentes glucolíticas distintas a glucosa, depende de la velocidad máxima con que la
maquinaria específica de este metabolismo funcione in vivo. A su vez, la cantidad de
actividad enzimática propia de cada sustrato puede depender de la tasa de consumo del
propio sustrato. Esto se puede comprobar con los experimentos realizados en el mutante
en medios con presencia de maltosa.
También hemos comprobado que es posible la existencia de mutantes desreprimidos
naturales sin capacidades metabólicas reducidas, esto no ha sido así en el caso de otras
levaduras, pues se han comunicado la exostencia de mutantes desreprimidos por la baja
capacidad de consumo de glucosa (Boze y col., 1989; Novak y col., 1990; Alam~e y
Sismisker, 1994>. Esto sugiere que la llamada señal de glucosa para desencadener represión
no parece residir meramente en una alta velocidad de consumo de glucosa.
Las determinaciones de los valores de acumulación de metabolitos han reafirmado
las observaciones respecto a la caracterización de los parámetros de crecimiento en el
mutante. La cepa SDM-l se muestra desreprimida aun manteniendo unos parámetros de
acumulación de metabolitos glucolíticos semejantes ala cepa parental. Si asumiéramos que
la acumulación de determinados metabolitos puede tener relación con el nivel de actividad
de determinadas enzimas glucolíticas, tal como se ha comunicado en Saccharomyces (Boles
y col., 1993), tendríamos que descartar que el control de represión catabólica dependa, al
menos para el consumo de azúcares distintos a las hexosas, de este tipo de regulación.
Así, el planteamiento de un modelo, con el descubrimiento de puntos ciertos y
pasos del control de represión en Candida utilis, no ha sido posible. Todo lo que podemos
concluir con un abordaje fisiológico es desechar posibles mecanismos de control que han
sido descritos en otras levaduras. Creemos que es necesario un abordaje molecular para
desvelar cuales son los elementos íntimos del control de represión. La publicación reciente
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1. Candido ¿allis posee una actividad de fosforilación de hexosas inusual respecto al
modelo desarrollado con el patrón de Saccharomyces cerevisiae, debido a su regulación por
fuente de carbono, fase de crecimiento, efectores fisiológicos y relación con el control de
represión.
2. Hemos aislado y caracterizado fisiológicamente un mutante desreprimido para el
consumo de disacáridos. El carácter desreprimido no afecta gravemente a los parámetros
de crecimiento de esta cepa. Aunque no ha mostrado ventajas respecto a la cepa parental
en cultivos con fuentes de carbono mixtas, sugerimos su potencial aplicación en procesos
de purificación de compuestos azucarados a partir de una mezcla de sustratos.
3. El estudio de la actividad hexoquinasa, la velocidad de consumo de glucosa, lá velocidad
de transporte de la misma y el patrón de acumulación de metabolitos glucoliticos, indica
que no se espera que en ellos resida la causa de desrepresión del mutante.
4. La cepa de Candida ¿allis parental posee, en condiciones de crecimiento estable, una
capacidad de transporte de glucosa que excede la velocidad con que la levadura puede
asimilaría. El componente de difusión facilitada es constitutivo. Sin embargo es posible la
modulación de la capacidad máxima de esta actividad por fuente de carbono, como
sugieren los resultados de la cepa SDM-1.
5. La velocidad de transporte condiciona la tasa de toma de glucosa en Candido utilis,
cuando la concentración del azúcar no satura la capacidad de consumo. Esta característica
es independiente del carácter reprimido o desrepriniido de las cepas estudiadas.
6. La actividad de la maquinaria enzimática específica para el consumo de disacáridos
depende de la tasa metabólica sustentada por la levadura. De esta manera carece de sentido
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